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Utaretulehdus on yleinen maitorauhasen infektio, joka aiheuttaa vuosittain merkittäviä rahallisia 
menetyksiä lypsytiloille pienentyneestä maidontuotannosta, maidon hävikistä sekä sairaiden 
lehmien hoidosta, lehmien ennenaikaisista poistoista ja lääkityksistä johtuen. Suomessa noin 50 % 
utaretulehduksista on koagulaasinegatiivisten stafylokokkien aiheuttamia. Muita utaretulehduksen 
aiheuttajia ovat koryneformit, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Str. dysgalactiae, 
Str. uberis ja Escherichia coli. 
 
Tunnistusmenenetelmien kehittymisen myötä utaretulehdusta sairastavista lehmistä on tunnistettu 
myös muita bakteereja, joiden taudinaiheuttamiskyky on vielä epäselvä. Esimerkiksi Lactococcus 
lactis ja garvieae -bakteereja on löydetty mastiittia sairastavien lehmien maidosta. Lc. lactis 
-bakteerin on todettu myös laukaisevan utareen lyhytaikaisen immuunivasteen. 
 
Bakteeri-infektion ominaispiirteitä ovat adheesio, invaasio sekä monistuminen isäntäsoluissa. 
Adheesio määrittää infektion kohdesolut ja sen myötä bakteerit voivat välttää isäntäsolujen 
puolustusmekanismeja sekä tunkeutua syvemmälle kohde-elimiin. Invasoitumalla solujen sisään 
bakteerit voivat tehokkaammin välttää isännän immuunipuolustuksen. Monistuminen kuvaa 
bakteerien kykyä lisääntyä ja selvitä elinvoimaisena solun sisällä. Bakteerin kyky välttää 
isäntäsolun puolustusmekanismit on tärkeää sen taudinaiheuttamiskyvyn kannalta. Bakteerille on 
voinut kehittyä myös muita sen taudinaiheuttamiskykyä parantavia ominaisuuksia, kuten lämpötila- 
tai lysotsyymiresistenssi. 
 
Tämän pro gradu -tutkielman tarkoituksena oli arvioida Lc. lactis -bakteerikantojen 
taudinaiheuttamiskykyä tutkimalla niiden adheesiota, invaasiota sekä monistumista naudan utareen 
epiteelisoluissa eli BME-soluissa (Bovine Mammarian Epithelial Cells). Työn tarkoituksena oli 
myös selvittää, onko eri bakteerikantojen adheesio-, invaasio- ja monistumiskyvyissä eroja. 
Tutkittavana oli yhteensä 45 kantaa: mastiittitapauksista eristettyjä kantoja ja heräteviljelminä eli 
hapatteina elintarvikkeissa käytettäviä kantoja. Hapatekannoista oli tutkittavana myös vastaavat 
lämpötila- ja lysosyymiresistentit kannat. 
 
Tutkittujen kantojen välillä oli havaittavissa pieniä eroja. Noin puolet mastiittitapauksista 
eristetyistä kannoista pystyi heikosti adhesoitumaan ja invasoitumaan, mutta ei monistumaan 
solujen sisällä. Hapatekannat eivät adhesoituneet tai invasoituneet eivätkä monistuneet soluissa. 
Lämpötilaresistenssi vaikutti vain yhden kannan adheesio- ja invaasiokykyyn niin, että arvot 
nousivat hieman yli negatiivikontrollikannan. Tämäkään kanta ei kuitenkaan kyennyt monistumaan. 
Lysotsyymiresistenssi näytti pääsääntöisesti lisäävän hapatekantojen adheesiokykyä, mutta 
invaasioprosentti jäi kannoilla edelleen alle negatiivikontrollikannan arvon. Ainoat kannat, joilla 
adheesio, invaasio ja monistuminen ylittivät negatiivikannan arvon, olivat mastiittikanta Lc. lactis 1 
ja lämpötilaresistentti hapatekanta Lc. lactis D47-LR. Näitäkään kantoja ei voida kutsua vahvoiksi 
patogeeneiksi, sillä niiden adheesio- ja invaasiokyky jäivät selvästi alle positiivikontrollin. Tämän 
pro gradu -tutkielman kantoja, joilla oli testien perusteella kyky adheesioon, invaasioon ja 
monistumiseen solujen sisällä, voidaan kutsua tulosten perusteella ainoastaan potentiaalisiksi 
heikoiksi patogeeneiksi. 
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Mastitis is a common infection of the mammary gland that causes remarkable financial losses every 
year in the dairy farms. The losses are caused by reduction of the milk production, discarded milk, 
premature removal of cows and the treatments and medication of sick cows. In Finland 
approximately 50 % of mastitis cases are caused by coagulase negative staphylococci. Other mastis 
pathogens include Coryneform bacteria, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Str. 
dysgalactiae, Str. uberis and Escherichia coli. 
 
As the identification methods for mastitis pathogens have developed other bacteria whose 
pathogenicity is still unclear have been identified from mastitic cows. For example Lactococcus 
lactis and garvieae have been identified from the milk of mastitic cows. Lc. lactis has also been 
discovered to trigger a short-term immune response in the udder. 
 
The characteristic features of a bacterial infection are adhesion, invasion and replication in the host 
cells. Adhesion defines the target cells. It also allows the bacteria to avoid the defensive 
mechanisms of the host and invade even deeper regions of the target organs. By invading to the 
target cells bacteria can avoid the immunological defense more effectively. Replication illustrates 
the bacterial ability to duplicate and survive viable inside the cell. The ability to avoid the defense 
mechanisms of the host cell is significant for the bacterial pathogenicity. Bacteria can also develop 
other characteristics such as temperature and lysozyme resistance to improve the pathogenicity. 
 
The aim of this master’s thesis was to estimate the pathogenicity of Lc. lactis strains by studying 
their adhesion, invasion and replication in the Bovine Mammary Epithelial Cells (BME cell line). 
The purpose of this study was also to define if the ability to adhesion, invasion and replication 
varies between different strains. The test was performed with 45 Lc. lactis strains: strains isolated 
from mastitis and starter strains. Temperature and lysozyme resistant versions from the starter 
strains were also tested. 
 
Small differences between the tested strains were observed. Approximately 50 % of the strains 
isolated from mastitis were able to adhere and invade weakly to the BME cells but were not able to 
duplicate. The starter strains were not able to adhere, invade or duplicate in the cells. Temperature 
resistance influenced only to one of the strains’ ability to adhere, invade and duplicate so that the 
values were above negative control. But even this strain was not able to duplicate. Lysozyme 
resistance seemed to increase the starter strains’ ability to adhere but the invasion per cent was still 
lower than the value for negative control. The only strains which had higher adhesion, invasion and 
replication rates than the negative control were mastitis strain Lc. lactis 1 and temperature resistant 
strain Lc. lactis D47-LR. But the adhesion, invasion and replication rates were still below positive 
control so these strains cannot be called strong pathogens. Based on the results of this master’s 
thesis the studied strains which had the ability to adhere, invade and duplicate in the BME cells, can 
only be called as potential weak pathogens.  
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Naudan utaretulehdus eli mastiitti on yleinen sairaus lypsykarjatiloilla. Utaretulehdukset 
aiheuttavat vuosittain suuria kustannuksia niin kasvavien eläinlääkäri- ja lääkekulujen kuin 
maidon tuotantomäärien alentumisen ja lehmien ennenaikaisten poistojen kautta. Pitkällä 
aikavälillä myös utareiden solukkomuutokset ja negatiiviset muutokset maidon 
koostumuksessa vähentävät tuloja. 
 
Mastiitti aiheutuu maitorauhaseen invasoituneista organismeista, jotka saavat aikaan 
tulehduksen (Kuang ym. 2009).  Tulehduksen voivat aiheuttaa bakteerit, mykoplasma, hiivat 
tai levät. Suomessa utaretulehduksia aiheuttavat lähinnä grampositiiviset bakteerit, kuten 
stafylokokit, jotka ovat suurin mastiitin aiheuttajaryhmä (Koivula ym. 2007; Pitkälä 2002). 
Toiseksi tärkein utaretulehdusta aiheuttava ryhmä ovat streptokokit. Tunnistusmenetelmien 
kehittyessä mastiittia sairastavien nautojen tuottamasta maidosta on kuitenkin löydetty myös 
laktokokkeja (Kuang ym. 2009; Wyder ym. 2011). Wyderin (2011) tutkimuksessa tunnistetut 
laktokokit olivat peräisin utareen sisäosasta, mikä on herättänyt epäilyt niiden osallisuudesta 
utaretulehduksen syntyyn. 
 
Tämän pro gradu -tutkielman tarkoituksena oli arvioida laktokokkien taudinaiheuttamiskykyä 
tutkimalla niiden adheesiota, invaasiota ja monistumista naudan utareen epiteelisoluissa eli 
BME-soluissa (Bovine Mammarian Epithelial Cells) (Van Oostveldt ym. 2002a). Työn 
tarkoituksena oli myös selvittää bakteerikantojen välisiä eroja adheesion, invaasion ja 
monistumisen osalta. Tutkittavana oli yhteensä 45 kantaa, joihin kuului sekä 
mastiittitapauksista eristettyjä kantoja että hapatteina elintarvikkeissa käytettäviä kantoja. 
Osasta hapatekantoja oli tutkittavana lisäksi lämpötila- ja lysostyymiresistenttejä muunnoksia, 







Mastiitti on maitorauhasen infektio, jota esiintyy jokaisella lypsytilalla (Kuang ym. 2009). Se 
aiheuttaa vuosittain merkittäviä rahallisia menetyksiä meijeriteollisuudelle johtuen maidon 
hävikistä sekä sairaiden lehmien hoidosta ja lääkityksistä (Zhao & Lacasse, 2008). Yleensä 
utaretulehduksen aiheuttaja on mikrobi (Kuang ym. 2009). Mastiitti voi johtua yli 150 
erilaisesta mikro-organismista, jotka voidaan jakaa viiteen ryhmään: grampositiiviset kokit, 
gramnegatiiviset bakteerit, koryneformit, mykoplasma ja muihin organismeihin, kuten 
Nocardia-bakteerit, Prototheca-levät ja hiivat. Tartunta voi olla peräisin kontaminoituneesta 
utareesta tai ympäristöstä (Radostits ym. 2000).  Myös mekaaninen, kemiallinen tai 
termaalinen vamma voi johtaa utaretulehduksen syntyyn (Zhao & Lacasse, 2008). Näin 
syntynyt utaretulehdus ei kuitenkaan tartu lehmästä toiseen. 
 
Mastiitti aiheuttaa monia muutoksia maidon koostumuksessa ja sen seurauksena myös 
tuotetun maidon määrä laskee. Tulehdus muun muassa vähentää maidon pääainesosien, kuten 
rasvan, laktoosin ja kaseiinin synteesiä (Hortet & Seegers, 1998). Lisäksi tulehdusreaktion 
seurauksena natriumin ja kloridin, sekä tiettyjen proteiinien, kuten immunoglobuliinien sekä 
seerumin albumiinin, määrä maidossa kasvaa. Toisaalta heraproteiinien, kuten α-
laktalbumiinin ja β-laktoalbumiinin määrä maidossa laskee (Akerstedt ym. 2012). Näiden 
muutosten seurauksena maidon koostumuksesta tulee hiutaleista, kokkareista ja vetistä.  
 
Mastiitti voidaan jakaa kolmeen ryhmään: kliiniseen, subkliiniseen sekä krooniseen. Kliininen 
tulehdus voidaan tunnistaa sen aiheuttaman tulehduksen merkeistä, kuten turvotuksesta, 
lämmöstä, kosketusarkuudesta ja punoituksesta (Pyörälä & Tiihonen, 2005). Subkliininen 
tulehdus tunnistetaan puolestaan maidon koostumuksesta esimerkiksi somaattisten solujen 
määrän kasvuna, silloin kun ei ole havaittavissa tulehdusta tai muutoksia maidon rakenteessa. 
Krooninen mastiitti on jopa kuukausia kestävä tulehdustila, joka voi jatkua laktaatiosta 
toiseen. Siihen liittyvät sekä utareen poikkeavuudet että tuotetun maidon laadun 
muuttuminen. Yleisin mastiitin muoto on subkliininen mastiitti, johon sairastuu 20–50 % 




1.1 Mastiitin aiheuttajat 
 
Suomessa utaretulehduksia on kartoitettu säännöllisesti vuodesta 1988 lähtien (Taulukko 1) 
(Pitkälä, 2002). Viimeisin utaretulehduksen esiintyvyyttä, aiheuttajamikrobeja ja niiden 
lääkeherkkyyttä selvittävä kartoitus on tehty vuonna 2001, jolloin suurin utaretulehdusten 
aiheuttajaryhmä Suomessa olivat koagulaasinegatiiviset stafylokokit (KNS). Toiseksi suurin 
utaretulehdusten aiheuttaja oli Staphylococcus aureus. 
 
Taulukko 1. Suomessa utaretulehduskartoituksissa eristetyt bakteerit ja niiden %-osuus 
eristyksistä. (Muokattu; Pitkälä 2002).  
 1988 1995 2001 
Koagulaasi negatiivinen stafylokokki 39,8 53,5 49,6 
Staphylococcus aureus 31,0 16,7 10,2 
Streptococcus agalactiae 4,7 0,5 0,1 
Streptococcus dysgalactiae 4,8 0,4 0,1 
Streptococcus uberis 7,1 3,4 1,9 
Muu streptokokki 5,3 6,9 0,2 
Enterokokki - - 1,2 
Aerococcus viridans - - 0,7 
Laktokokki - - 0,7 
Koryneformi 5,0 16,6 34,4 
Koliformi 1,6 1,4 0,4 
Muu bakteeri 0,7 0,6 0,5 
 
Mastiittia aiheuttavat patogeenit voidaan jakaa tarttuviin ja ympäristön mikro-organismeihin 
(Zhao & Lacasse, 2008). Tarttuvat patogeenit ovat sopeutuneet selviämään isännässä, 
erityisesti maitorauhasessa ja ne kykenevät aiheuttamaan kliinisiä, subkliinistä ja kroonisia 
infektioita (Bradley, 2002). Tarttuvat patogeenit leviävät lehmästä lehmään pääasiassa lypsyn 
yhteydessä (Benites ym. 2003). Tarttuvia patogeenejä ovat muun muassa S. aureus, 
Streptococcus dysgalactiae, Corynebacterium bovis sekä Str. agalactiae (Benites ym. 2003; 
Zhao & Lacasse, 2008). Ympäristöpatogeenit ovat ympäristössä esiintyviä opportunisteja: 
maitorauhaseen tunkeutujia, jotka eivät ole sopeutuneet selviämään isännässä, mutta voivat 
suurina määrinä aiheuttaa utaretulehduksen (Bradley, 2002; Benites ym. 2003). Normaalisti 
isännän immuunipuolustus kuitenkin tuhoaa ympäristöpatogeenit pian invaasion jälkeen. 
Ympäristön patogeenejä ovat Str. uberis ja Escherichia coli sekä koagulaasinegatiiviset 
stafylokokit (Zhao & Lacasse, 2008). Myös sienet ja Prototheca-levät kuuluvat 
ympäristöperäisiin patogeeneihin (Benites ym. 2003). 
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Tarttuvien ja ympäristöperäisten patogeenien välillä on havaittavissa myös vuodenaikaista 
vaihtelua. Tarttuviin patogeeneihin kuuluvien S. aureus ja Str. dysgalactiae -bakteerien 
esiintyvyys on korkein tammikuun aikana (Riekerink ym. 2007). Ypäristöpatogeenien 
esiintyvyyshuippu vaihtelee elokuun ja tammikuun välillä. Str. uberis -bakteerin esiintyvyys 
näyttää liittyvän laiduntamiseen, sillä sen esiintymishuippu on kesällä. E. coli -bakteerin 
esiintyvyys riippuu enemmän lehmän elinympäristöstä ja navettatyypistä. Lehmillä, joita 
pidetään sisällä koko kesän ajan, mastiitti kehittyy todennäköisimmin kesällä kuin talvella. 
Tämä johtuu todennäköisesti siitä, että kesällä ympäristön kosteus ja korkea lämpötila 
kiihdyttävät E. coli -bakteerin kasvua, mikä lisää altistumisriskiä. Jos lehmiä pidetään kesällä 
ulkona, mastiitti syntyy todennäköisimmin talvella. Kausiluontoinen tulehdus on myös niin 
sanottu kesämastiitti, joka on aerobisten ja anaerobisten bakteerien aiheuttama sekainfektio 
(Pyörälä & Tiihonen, 2005). Yleisimmin kesämastiitista eristetään Arcanobacterium 
pyogenes, mutta sitä aiheuttavat myös Str. dysgalactiae, Peptostreptococcus indolicus sekä 
Bacteroides-lajit. 
 
Selvittäessään mastiittimaidon bakteeripopulaatiota Kuang ym. (2009) havaitsivat, että 
maidosta löytyneet bakteerilajit vaihtelivat eri lehmien välillä. Terveen lehmän maidosta ei 
saatu tunnistettua bakteereja, mikä saattaa johtua siitä, että bakteerien määrä on ollut liian 
alhainen. Benites ym. (2003) osoittivat puolestaan tutkimuksessaan, ettei maidon ja utareen 
mikrobilajien kirjolla ole tilastollisesti merkittävää eroa. Maidon, utareen peruskudoksen, 
maitorakkuloiden ja nännikammioiden mikrobiologisen tilanteen kartoittamisen avulla 
voidaankin auttaa selvittämään taudin syntymisen vaiheita ja auttaa siten diagnoosin 
tekemisessä ja ennaltaehkäisyssä (Benites ym. 2003). Tutkimuksessa saatiin selville myös se, 
etteivät mikro-organismit ole yhdenmukaisesti läsnä kaikissa utareen osissa. Tämä johtuu 
niiden erilaisesta kyvystä invasoitua kudoksiin sekä maitorauhasen vastustuskyvystä. 
 
Tunnistusmenenetelmien kehittymisen myötä merkittävimpien mastiitin aiheuttajien lisäksi 
utaretulehdusta sairastavista lehmistä on löydetty myös muita bakteereja, jotka voivat 
mahdollisesti aiheuttaa utaretulehduksen. Esimerkiksi Lactococcus lactis  ja Lc. garvieae -
bakteereja on löydetty mastiittia sairastavien lehmien maidosta (Devriese ym. 1999; Kuang 
ym. 2009; Wyder ym. 2010). Kaikissa tutkimuksissa laktokokkien osuus löydetyistä 
mikrobeista oli melko pieni. Devriesen ym. (1999) tutkimuksessa 7 % tunnistetuista kannoista 
oli laktokokkeja, kun taas Wyderin ym. (2010) mukaan laktokokkien osuus oli 14 %. Kuang 
ym. (2009) tutkimuksen neljästä näytteestä kahdessa oli laktokokkeja, mutta ne eivät olleet 
päälöydös. Lc. lactis -bakteerin on myös todettu laukaisevan utareen immuunivasteen (Crispie 
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ym. 2008). Utareen altistus elävällä laktokokkiviljelmällä aiheutti polymorfonukleaaristen 
leukosyyttien ja lymfosyyttien virtauksen utareeseen. Immunologisen reaktion mekanismeja 
ei vielä tarkasti tunneta, mutta laktokokkisolujen pinnalla oleva bakteriosiini saattaa olla eräs 
immuunivasteen laukaisija. 
 
1.2 Infektion synty 
 
Utareet muodostuvat neljästä erillisestä rauhasesta, joista käytetään nimitystä neljännes (Kuva 
1) (Frandson ym. 2009). Neljännekset erottaa toisistaan sidekudoskerros. Maitorauhasen 
perussolukko koostuu erittävästä kudoksesta ja maitotiehyistä. Erittävä kudos muodostuu 
alveoleista, joita reunustaa maitoa erittävistä soluista muodostuva epiteelikerros. Alveolien 
yhteydessä olevat ohuet maitotiehyet yhdistyvät suuremmiksi maitokanaviksi, jotka johtavat 
lopulta maitokammioon. Maitokammio yhdistyy nännin sisällä olevaan kammioon, joita 








Maitorauhasen infektio tapahtuu nännikanavan kautta (Radostits & Arundel, 2000). Bakteeri 
voi päästää invasoitumaan maitorauhaseen lypsyn yhteydessä, kun nännin suuaukko on auki, 
pian lypsyn jälkeen tai kun nänni on vahingoittunut (Bradley 2002; Zhao & Lacasse, 2008). 
Infektion syntyyn vaikuttavat bakteerityyppi, lehmän fyysinen tila, lehmän ikä, 
maidontuotannon suuruus, laktaatiovaihe, lehmän perintötekijät, lypsykoneen käyttö sekä 
ympäristö. Ympäristön vaikuttavia tekijöitä ovat esimerkiksi karsinan lattian pinta, 
karsinatyyppi, karsinan leveys ja pituus, ritilän olemassaolo lantakourun päällä, parsi, navetan 
vetoisuus ja ympäröivä kosteus (Østeras & Lund, 1988). 
 
Infektio syntyy helposti lypsyn aikana, kun lypsy-yksikköön päässyt ilma mahdollistaa 
maidossa tai nännin pinnalla olevien organismien pääsyn nännikanavan läpi kammio-alueelle 
(Zhao & Lacasse, 2008). Lypsyn jälkeen terveen utareen nännikanava pysyy aukinaisena 1‒2 
tuntia, kun taas vahingoittunut nännikanava voi jäädä pysyvästi osittain auki. Tällöin 
ympäristön ja nännin pinnalla olevien organismien on helpompi päästä invasoitumaan 
nännikanavaan. 
 
Tulehdus tapahtuu kolmessa vaiheessa, jotka ovat invaasio, infektio ja inflammaatio 
(Radostits & Arundel, 2000). Invaasiovaiheessa patogeeni siirtyy nännin pinnalta 
nännikanavaan. Infektio syntyy, kun patogeenit pääsevät invasoitumaan nännikanavaa pitkin 
maitorauhaskudokseen ja alkavat lisääntyä (Zhao & Lacasse, 2008). Jos infektiota ei hoideta, 
lisääntyvät bakteerit lopulta niin paljon, että ne alkavat aiheuttaa vahinkoa maitorauhasen 
epiteelikerroksissa. Lopulta bakteerit kulkeutuvat rauhaskudoksiin, joissa ne vaikuttavat 
maitoa erittäviin soluihin. Bakteerien muodostamat toksiinit aiheuttavat maitoa tuottavien 
epiteelisolujen tuhoutumisen tai vahingoittumisen. Tuhoutuneet solut alkavat puolestaan 
tuottaa verisuonten läpäisevyyttä lisääviä aineita, jotka mahdollistavat leukosyyttien pääsyn 
tuhoutuneelle alueelle. Infektion jatkuessa somaattisten solujen määrä maidossa kasvaa, 
minkä myötä soluvahingot lisääntyvät. Infektiota seuraa inflammaatio eli tulehdus, joka saa 
aikaan kliinisiä muutoksia utareissa sekä vaihtelevan suuruisia systeemisiä muutoksia 
(Radostits & Arundel, 2000). Utareen muutoksia ovat muun muassa turpoaminen, lämpötilan 
nousu ja akuuteissa tapauksissa kuolion sekä paiseiden muodostuminen ja rauhasten 
surkastuminen. Tulehdus saa aikaan myös maidon paakkuuntumista, hiutaleisuutta ja 
vetisyyttä. Lisäksi erittyvän maidon määrä vähenee tulehduksen myötä. 
 
Nännikanavan sisäosassa on keratiinikerros, joka on tärkeä nännin puolustuskyvyn kannalta 
(Sordillo ym. 1997). Keratiini on vahamaista ainetta, joka hidastaa bakteerien pääsyä 
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maitiaissäiliön alueelle. Keratiinikerroksessa on myös bakteerien kasvua estäviä 
antimikrobisia aineita.  Lisäksi nännikanavassa oleva kationinen proteiini kykenee 
sitoutumaan elektrostaattisesti mastiittia aiheuttaviin bakteereihin ja aiheuttamaan niiden 
kuoleman. Bakteerit voivat kuitenkin välttää nämä luonnolliset puolustusmekanismit 
lisääntymällä kanavassa tai pääsemällä maitokammioon nännikanavan kautta lypsyn aikana 
tapahtuvien painevaihteluiden yhteydessä (Zhao & Lacasse, 2008). 
 
1.3 Utaretulehdusta aiheuttavien patogeenien tunnistaminen  
 
Monet tutkimukset käsittelevät utaretulehdusten aiheuttajien tunnistamista. Diagnoosit ovat 
kuitenkin perustuneet kliinisiin merkkeihin tai epäsuoriin mittausmenetelmiin, kuten maidon 
somaattisten solujen määrään tai sähkönjohtokykyyn (Kuang ym. 2009). Näiden menetelmien 
avulla ei kuitenkaan selviä itse taudin aiheuttajaa, mikä on sairauden ehkäisyn, hoidon ja 
kontrolloimisen kannalta tärkeää. Mastiitin aiheuttajien tunnistamiseen on käytetty perinteisiä 
mikrobiologisia menetelmiä. Näillä menetelmillä on saatu tunnistettua vain osa 
taudinaiheuttajista, koska vain pieni osa mikro-organismeista kasvaa puhdasviljelmässä. 
Lisäksi nämä menetelmät eivät ole tarpeeksi tehokkaita tunnistamaan pieninä määrinä 
esiintyviä taudinaiheuttajia. Vaihtoehtona työläille ja monivaiheisille biokemiallisille testeille 
on kehitetty API-testejä (Analytical Profile Index). API-testien avulla voidaan biokemialliset 
testit suorittaa miniatyyrikoossa bakteerien, kuten streptokokkien, tunnistamiseksi (Wyder 
ym. 2011). 
 
Tutkimuksia tehdessä näytteenotolla on tärkeä rooli testien luotettavuuden kannalta. Tarttuvan 
utaretulehduksen diagnoosi tehdään maidosta (Benites ym. 2003). Kun maito lypsetään, se 
kulkeutuu maito- ja nännikammion kautta, joissa olevat mikro-organismit voivat 
kontaminoida maidon. Maitonäytettä otettaessa onkin vältettävä ottamasta edellisen lypsyn 
yhteydessä maito- ja nännikammioon jääneen jäännösmaitoa mukaan näytteeseen, sillä tämä 
voi johtaa vääriin positiivisiin tuloksiin. 
 
Tarkempaan bakteerien tunnistamiseen on viime aikojen mastiittitutkimuksissa käytetty 
pääasiassa polymeraasiketjureaktioon (Polymerase Chain Reaction, PCR) perustuvia 
menetelmiä (Kuang ym. 2009). PCR-menetelmissä tiettyjen geenien tunnistamiseen 
käytettyjen alukkeiden takia niiden tunnistamiskapasiteetti on rajallinen ja yksipuolinen, sillä 
yksi PCR-vyöhyke vastaa yhtä geeniä. DGGE:ssä (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, 
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Denaturoiva Gradienttigeelielektroforeesi) yksi vyöhyke vastaa yhtä mikrobia. Käyttämällä 
PCR-DGGE -menetelmää voidaan siis näytteestä määrittää sen senhetkinen 
bakteeripopulaatio kokonaisuudessaan. DNA (deoksiribonukleiinihappo) -sekvenssejä on 
myös mahdollista eristää geeliltä ajon jälkeen jatkotutkimuksia varten. 
 
Multiplex PCR -menetelmässä samassa reaktiossa on mukana useita eri DNA-jaksoille 
spesifisiä alukkeita (Phuektes ym. 2001). Menetelmän avulla voidaan tunnistaa useita 
bakteereja samassa määrityksessä, joten sen käyttö on taloudellisesti kannattavaa. Multiplex 
PCR:n käytössä on kuitenkin myös rajoittavia tekijöitä. Monistettavien sekvenssien on oltava 
riittävän samankaltaisia, että niille sopivat samat reaktio-olosuhteet. Lisäksi DNA-jaksojen 
erottaminen toisistaan voi olla hankalaa, jos ne ovat samankokoisia. Usean bakteerin 
samanaikainen tunnistus asettaa haasteita myös menetelmän herkkyydelle. Multiplex PCR:n 
käyttöä on tutkittu esimerkiksi S. aureus -bakteerin sekä streptokokkien samanaikaiseen 
tunnistamiseen. Shome ym. (2011) tunnistivat menetelmän avulla samanaikaisesti kymmenen 
bakteerilajia. Tunnistettavana oli stafylokokkeja ja streptokokkeja sekä E. coli. 
 
Kvantitatiivisen reaaliaikaisen PCR-menetelmän (Quantitative Real Time Polymerase Chain 
Reaction eli q-RT-PCR) avulla voidaan samanaikaisesti monistaa ja määrittää tunnistettava 
bakteeri (Kubista ym. 2006). Menetelmässä tunnistus tapahtuu samanaikaisesti PCR-reaktion 
kanssa joko leimattujen oligonukleotidien tai epäspesifisesti DNA:han sitoutuvan 
leimausaineen avulla. Sitoutumista seuraava fluoresoiva signaali voidaan tunnistaa jokaisen 
monistussyklin jälkeen, jolloin se kertoo suoraan senhetkisen monistumistuotteen määrän. 
Reaaliaikainen PCR on perinteistä PCR-menetelmää paljon nopeampi, sillä monistamisen 
jälkeistä geelielektroforeesia ei tarvita. RT-PCR-menetelmään perustuu myös 
utaretulehdusbakteerien tunnistamiseksi kehitetty kaupallinen MasTest, jonka avulla voidaan 
tunnistaa 11 yleisintä utaretulehduksen aiheuttajabakteeria ja samalla selvittää niiden 
antibioottiresistenssi (Spittel & Hoedemaker, 2012). MasTestin avulla voidaan 
viljelykelpoisten bakteerien lisäksi tunnistaa myös huonokuntoiset bakteerit, sillä testi 
perustuu bakteerien DNA:n tunnistamiseen näytteistä. 
 
Utaretulehdusbakteerien tunnistamiseen voidaan käyttää myös eri menetelmien yhdistelmiä. 
Esimerkiksi multiplex PCR:n ja reaaliaikaisen PCR:n yhdistelmällä diagnoosi saadaan paljon 
muita menetelmiä nopeammin (Gillespie & Oliver 2005). Menetelmän avulla voidaan välttää 
lisäksi geelielektroforeesiin liittyvät ongelmat. DNA-jaksojen tunnistamiseen on 
reaaliaikaisessa multiplex PCR:ssä käytettävä spesifisiä leimattuja alukkeita, sillä väriaineet 
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sitoutuvat epäspesifisesti mihin tahansa DNA:han eikä reaktiotuotteita voida tällöin erottaa 
(Kubista ym. 2006). Menetelmää voidaan käyttää bakteerien tunnistamiseen suoraan 
maidosta. 
 
ELISA eli entsyymi-immunologinen menetelmä (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 
perustuu antigeenin ja vasta-aineen väliseen sitoutumiseen. ELISA-analyyseja on saatavilla 
yleisimpien utaretulehduspatogeenien, kuten S. aureus, E. coli ja Listeria monocytogenes -
bakteerien tunnistamiseen (Viguier ym. 2009). ELISA:n avulla voidaan tunnistaa bakteerien 
vasta-aineita tai antigeenejä (Ball ym. 1991; Zorah ym. 1993; Grove & Jones; 1994; Fox & 
Adams, 2000). 
 
Ribosomit ovat tärkeitä rakenneosia bakteerisolujen lisääntymisessä. Ne koostuvat 
proteiineista ja ribosomaalisesta RNA (Ribonucleic Acid) -osasta eli rRNA:sta (Barry ym. 
1991). RNA-osa muodostuu 16S, 23S ja 5S rRNA:sta. Yhdessä nämä rRNA:t muodostavat 
kaikkien eubakteerien kesken yhtenevän operonin. Lähes kaikilla bakteereilla esiintyy 16S ja 
23S-geeni, eikä niiden toiminta ole ajan myötä muuttunut. Näiden geenien määrissä eri 
mikro-organismien välillä on kuitenkin eroja, joita voidaan käyttää hyväksi bakteerien 
tunnistamisessa. Bakteerien 16S tai 23S rRNA geenien sekvensointi on yleistynyt 
tunnistusmenetelmä (Wyder ym. 2011). Sekvensoimalla 16S rRNA-geeniä bakteerit voidaan 
tunnistaa toistettavasti ja tarkasti. Menetelmän avulla voidaan löytää myös uusia kliinisesti 
merkittäviä bakteereja. Tällaisia utaretulehdusten kannalta ”epäselviä” bakteereita ovat muun 
muassa Lc. garvieae sekä Lc. lactis ssp. lactis, jotka Wyder ym. (2011) tunnistivat utareen 





Maitohappobakteerit ovat monimuotoinen joukko grampositiivisia, aerotolerantteja, itiöttömiä 
ja normaalisti katalaasinegatiivisia sauvoja tai kokkeja, jotka tuottavat maitohappoa 
hiilihydraattien fermentaation päätuotteena (Wood & Holzapfel, 1995). Laktokokkien lisäksi 
maitohappobakteereihin kuuluvat Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, 
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus ja 
Weissella. Maitohappobakteerit kasvavat yksittäin, pareina tai ne muodostavat ketjuja. Niiden 
joukkoon kuuluu sekä homo- että heterofermentatiivisia bakteereja. Maitohappobakteereja 
esiintyy monissa elintarvikkeissa (maitotuotteet, fermentoitu liha, hapantaikina, fermentoidut 
vihannekset, säilörehu ja juomat), kasveissa ja jätevesissä, mutta myös eläinten ja ihmisten 
limakalvoilla ja hengitysteissä. 
 
Maitohappobakteerien jaottelu eri sukuihin perustuu pääasiassa bakteerien morfologiaan, 
glukoosifermentaatioon, kasvulämpötilaan, tuotetun laktoosin konfiguraatioon, kykyyn 




Aiemmin laktokokit luokiteltiin osaksi streptokokkien ryhmää. Nykyään laktokokit on 
kuitenkin jaoteltu kuuluvaksi omaan ryhmäänsä. Laktokokkilajeja on määritelty viisi: Lc. 
lactis, Lc. garvieae, Lc. plantarum, Lc. raffinolactis sekä Lc. piscium (Wood & Holzapfel, 
1995). Lc. lactis -bakteerit ovat tunnettuja elintarvikkeiden, kuten maitotuotteiden, 
fermentoijia. Laktokokkeja esiintyy myös ympäristössä ja ne ovat tärkeitä maataloudelle, 
eläinlääketieteelle ja lääketieteelle (Pu ym. 2002). 
 
Laktokokit ovat morfologialtaan liikkumattomia homofermentatiivisia bakteereja ja ne 
tuottavat normaalisti aineenvaihdunnassaan L(+)-maitohappoa glukoosista (Wood & 
Holzapfel, 1995). Tämä ominaisuus on keskeinen niiden toiminnassa maitotuotteiden 
fermentoijina, mutta esimerkiksi Lc. lactis ssp. lactis tuottaa myös diasetyylia ja hiilidioksidia 
sitraatista. Laktokokkien optimikasvulämpötila on +30 °C, mutta ne voivat kasvaa myös +10 
°C lämpötilassa (Courtney, 2000). Laktokokkien kasvu estyy, kun lämpötila nousee yli +45 
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°C:een tai pH laskee alle 4,5. Tämän tutkimuksen kannat ovat Lc. lactis ja Lc. garvieae -
kantoja, joten seuraavissa kappaleissa käydään tarkemmin läpi niiden ominaisuuksia. 
 
2.1.1 Lactococcus garvieae 
 
Lc. garvieae on yleinen kalapatogeeni, mutta sitä on tunnistettu myös lehmistä, lehmien 
subkliinisistä utaretulehduksista, subkliinistä utaretulehdusta sairastavista vesipuhveleista, 
lehmien raakamaidosta, siipikarjan lihasta ja lihatuotteista (Vendrell ym. 2006). Lc. garvieae -
bakteerin aiheuttamat utaretulehdukset liittyvät normaalisti myöhempään laktaatioon (Wyder 
ym. 2011). Lc. garvieae -bakteeri on yhdistetty myös ihmisten infektioihin ja sitä on eristetty 
lisäksi maatilojen maaperästä (Pu ym. 2002). Tämä bakteeri kykenee kasvamaan +40 °C:ssa 
sekä 4 % NaCl-pitoisuudessa (Batt, 2000). 
 
2.1.2 Lactococcus lactis 
 
Lc. lactis -bakteerit ovat mesofiilisia ja fakultatiivisesti anaerobeja (Courtney, 2000).  Lc. 
lactis -bakteerille on tunnustettu kolme alalajia: Lc. lactis ssp. lactis,  cremoris  ja hordniae 
(Pu ym. 2002). Kahta ensimmäistä alalajia käytetään maailmanlaajuisesti hapatekantoina 
elintarvikkeiden fermentoinnissa, erityisesti meijeriteollisuudessa, mutta niiden on osoitettu 
esiintyvän myös eläimissä sekä maitotilojen ympäristössä. Kolmatta alalajia Lc. lactis ssp. 
hordniae on tunnistettu hyönteisistä. Lc. lactis ssp. lactis voi kasvaa 4 % NaCl-pitoisuudessa 
ja +10–40 °C:ssa muttei lämpötilan noustessa +45 °C:een (Bergey ym. 2009). Lc. lactis ssp. 
cremoris sietää puolestaan vain 2 % NaCl-pitoisuutta eikä se kykene hajottamaan arginiinia 
tai fermentoimaan riboosia (Salminen ym. 2004). 
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3 LAKTOKOKIT UTARETULEHDUKSEN AIHEUTTAJANA 
 
Laktokokkeja ei ole pidetty merkittävinä eläinten ja ihmisten patogeeneinä, sillä niitä on 
eristetty harvoin infektiotapauksista ja ne liittyvät todennäköisimmin opportunistisiin 
infektioihin (Teixeira ym. 1996). Laktokokkien osuutta on vaikea määrittää, sillä niitä on 
vaikea erottaa samankaltaisten bakteerisukujen joukosta ja tunnistaa lajitasolla. Laktokokit 
muistuttavat ominaisuuksiltaan muita kliinisesti merkittävämpiä bakteerilajeja, kuten 
enterokokkeja, mikä voi estää tai häiritä näiden bakteerien tunnistamista kliinisistä näytteistä. 
Tämä voikin selittää laktokokkien vähäisen tunnistamisen tautitapauksissa ja kliinisen 
merkitsevyyden vähättelyn. 
 
Laktokokkeja esiintyy luonnostaan ruohossa sekä lehmien utareissa ja suussa (Walther ym. 
2008). Lypsyn yhteydessä bakteerit voivat siirtyä maitoon. Joidenkin laktokokkien ei ole 
todettu aiheuttavan tauteja, mutta esimerkiksi Lc. garvieae on tunnettu eläinpatogeeni, jota on 
löydetty myös utaretulehdustapauksista. Lc. lactis -bakteeria ei normaalisti pidetä 
patogeenisenä ja sitä käytetäänkin laajalti maitotuotteiden fermentoijana. Lc. lactis on 
kuitenkin yhdistetty lypsykarjan mastiittiin sekä todettu hybridisammen infektion 
aiheuttajaksi (Chen ym. 2011). Lc. lactis -bakteerin aikaansaama infektio aiheutti 
hybridisammille suolistotulehduksen sekä vaurioita muissa sisäelimissä, kuten maksassa, 
pernassa ja haimassa. 
 
Wyder ym. (2010) tunnistivat maitonäytteistä sekä Lc. garvieae että Lc. lactis -bakteereja. Lc. 
garvieae -bakteerin kohdalla monoinfektio eli yhden bakteerilajin tartunta näkyi kohonneena 
somaattisten solujen määränä (SCC eli Somatic Cell Count) ja lähes poikkeuksetta myöhäisen 
laktaation aikana. SCC-testin näytteitä säilytettiin +4 °C:ssa ja bakteriologisten testien 
näytteitä -20 °C:ssa. Mikrobiologiset analyysit tehtiin viljelynäytteistä. Lc. lactis ssp. lactis 
löytyi yhdestä utaretulehdukseen liitetystä näytteestä, jossa oli noussut SCC-arvo. Löytöä 
tukee myös Crispien ym. (2008) tutkimus, jossa osoitettiin, että Lc. lactis ssp. lactis -
bakteerille altistetussa utareessa syntyy immuunireaktio, jota seuraa lyhytkestoinen SCC-
arvon kasvu. Lc. lactis -bakteeri yhdistettiin varhaisen laktaation aikana esiintyviin 
utaretulehduksiin (Wyder ym. 2011). 
 
Laktokokkeja on tunnistettu muissakin utaretulehdustapauksissa. Sekä Lc. lactis että Lc. 
garvieae -bakteereja on tunnistettu utaretulehdusta sairastaneiden lehmien maidosta PCR-
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reaktion ja sekvensoinnin avulla (Walther ym. 2008). Tutkimuksessa käytettiin 16S DNA -
alueelle spesifisiä alukkeita. Lc. lactis -bakteereilla on epäilty olevan mastiitilta suojaava 
vaikutus grampositiivisia bakteereita vastaan (Kuang ym. 2008). 
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4 LAKTOKOKKIEN VIRULENSSITEKIJÄT   
 
Virulenssitekijät ovat mikrobien ominaisuuksia, jotka antavat niille taudinaiheuttamiskyvyn. 
Tällaisia tekijöitä ovat muun muassa bakteerin kyky adhesoitua kohdekudokseen, keinot, 
joilla bakteeri välttää isännän immuunipuolustusta sekä bakteerin keinot saada tarvitsemiaan 
ravintoaineita (Shome ym. 2012). Bakteerien kiinnittyminen voi tapahtua esimerkiksi 
ulokkeiden eli pilusten avulla, jotka myös tunnistavat isäntäsolun (Peterson, 1996). 
Invaasiotekijät ovat puolestaan plasmideihin tai DNA:han kooditettuja pintarakenteita, jotka 
mahdollistavat bakteerien tunkeutumisen solun sisään. Invaasioon liittyy yleensä usean geenin 
aktivoituminen. 
 
Opsonisaatiolta eli vasta-aineen kiinnittymiseltä ja fagosytoosilta bakteeria suojaava kapseli 
voidaan myös luokitella virulenssitekijäksi. Chapot-Chartier ym. (2010) löysivät Lc. lactis 
-bakteerin pinnalta polysakkarideista muodostuvan kalvon, joka suojasi bakteereita hiiren 
makrofagien fagotytoosilta. Kapselien rakenteet voivat toimia myös adhesiineina (Casadevall 
& Pirofski, 2009). Lisäksi bakteerien erittämät eksotoksiinit ja bakteerien pinnalla esiintyvät 
endotoksiinit vaikuttavat bakteerien virulenssiin (Peterson, 1996). Sideroforit ovat bakteerien 
virulenssia lisääviä pieniä, rautaa sitovia molekyylejä, jotka kilpailevat raudasta isäntäsolujen 
kanssa. Raudan sitoutuminen sideroforeihin mahdollistaa bakteerien lisääntymisen, mutta 
häiritsee samalla isäntäsolun aineenvaihduntaa ja kasvua. 
 
Myös monien entsyymien on osoitettu lisäävän bakteerien virulenssia (Casadevall & Pirofski, 
2009). Bakteerien entsyymit voivat toimia isäntäsolujen rakenne-osia vastaan aiheuttaen 
kudostuhoa. Soluvauriot puolestaan lisäävät isännän herkkyyttä bakteeri-infektiolle. 
Virulenssiin vaikuttaviin entsyymeihin kuuluu muun muassa proteaaseja, neurominidaaseja ja 
fosfolipaaseja. Myös bakteerien kyky muodostaa biofilmejä voi lisätä niiden virulenssia, sillä 
biofilmin muodostaneet bakteerit kestävät paremmin ympäristön stressiolosuhteita. 
Solurykelmää suojaa sen tuottama polymeerinen soluväliaine, joka koostuu 
polysakkaridirihmastoista ja glykoproteiineista. Biofilmi suojaa bakteereita muun muassa 
antimikrobisten aineiden, kuten antibioottien vaikutuksilta. 
 
Organismien täytyy jatkuvasti sopeutua muuttuviin olosuhteisiin. Bakteereille onkin 
kehittynyt useita stressivasteita edesauttamaan niiden selviämistä ympäristössä (Duwat ym. 
 22 
 
2000). Stressitekijöitä ovat esimerkiksi happamuus, lämpötilan muutokset sekä oksidatiivinen 
stressi. Elintarviketeollisuudessa laktokokit joutuvat selviämään hyvinkin ankarista 
olosuhteista prosessien eri vaiheissa, joten niiden stressivasteita on tutkittu paljon. 
Laktokokkien mahdolliseen taudinaiheuttamiskykyyn vaikuttavia tekijöitä voivat olla 




Bakteerit joutuvat kohtaamaan hyvin monenlaisia fysikaalisia olosuhteita (Sanders ym. 1999). 
Selvitäkseen näistä olosuhteista niille on kehittynyt sekä yleisiä että spesifisiä 
suojautumismekanismeja. Esimerkiksi Lc. lactis -bakteeria käytetään usein juustojen 
tuotannossa, jossa on monia stressivaiheita. Näihin vaiheisiin kuuluvat muun muassa 
oksidaatio, kuumennus ja jäähdytys, happamuus, korkea osmoottinen paine, dehydraatio sekä 
ravintoaineiden puute. Lc. lactis -bakteeria esiintyy maidossa sekä useissa kasveissa. Useissa 
tutkimuksissa on todettu Lc. lactis -bakteerin selviävän näistä olosuhteista spesifisten 
suojautumismekanismien avulla (Whitaker & Batt 1991; Kilstrup ym. 1997; Kim ym. 1999). 
 
Useimmat organismit reagoivat lämpötilan nousuun syntetisoimalla proteiineja, joita 
kutsutaan lämpöshokkiproteiineiksi (Kilstrup ym. 1997). Näihin proteiineihin kuuluvat DnaK 
(Lämpöshokki 70 kDa proteiini), DnaJ (Lämpöshokki 40 kDa proteiini 1), GroEL (60 kDa 
kaperoniini), GroES (Lämpöshokki 10kDa proteiini 1), GrpE (Lämpöshokkiproteiini B25.3) 
sekä DnaK-DnaJ-GrpE ja GroEL-GroES -kaperoniinikompleksit. Lämpöshokkiproteiinien 
tehtävä on etsiä ja korjata lämpötilan denaturoimia proteiineja. DnaK- ja GroEL-proteiinien 
ilmentäminen on suurinta lämpöshokin alkuvaiheessa. Myös muut stressin aiheuttajat, kuten 
etanoli, tietyt raskasmetallit, puromysiini, nalidiksiinihappo, vetyperoksidi sekä korkea tai 
matala pH voivat käynnistää lämpöshokkiproteiinien tuotannon (Whitaker & Batt, 1991). 
 
Laktokokkeja käytetään monissa elintarvikeprosesseissa, joissa lämpötila poikkeaa bakteerien 
optimikasvulämpötilasta (Whitaker & Batt, 1991). Lc. lactis ssp. lactis voi kasvaa +10–40 
°C:ssa, mutta lämpötilan noustessa yli +45 °C:een sen elinvoimaisuus laskee. Lc. lactis ssp. 
lactis -bakteereilla lämpöshokkiproteiinien tuottaminen on samantyyppistä kuin muillakin 
mesofiilisilla bakteereilla.  Lämpöshokkiproteiinien tuottamien alkaa, kun lämpötila nousee 
+5‒10 °C yli optimilämpötilan. Tämä pätee myös Lc. lactis ssp. lactis -bakteereihin, joiden 
lämpöshokkiproteiinien tuotanto alkoi lämpötilan noustessa +30 °C:sta +42 °C:een. Lc. lactis 
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ssp. lactis voidaan tehdä termotolerantiksi altistamalla bakteereja lyhyen aikaa +42 °C:ssa 




Lysotsyymit ovat hydrolyyttisiä entsyymejä, joilla on kyky pilkkoa bakteerien soluseinän 
merkittävintä polymeeria peptidoglykaania (PG) (Callewaert & Michiels, 2010). PG:t 
toimivat bakteerien soluseinän vakauttajina, ylläpitävät solun muotoa, osallistuvat 
solunjakautumiseen sekä tukevat muiden soluseinän molekyylien kiinnittymistä (Veiga ym. 
2007). Jotta bakteerisolu voi jakautua ja kasvaa, tulee jäykkä PG-kerros saada 
muokattavammaksi. Tämä voi tapahtua esimerkiksi bakteerien endogeenisten entsyymien eli 
autolysiinien avulla. 
 
Ihmisillä ja eläimillä antimikrobiset PG:a hajoittavat entsyymit, kuten lysotsyymi, ovat 
ensimmäinen tapa puolustautua infektioita vastaan (Veiga ym. 2007).  Bakteereita tappava 
vaikutus perustuu lysotsyymin N-asetyylimuramidaasiaktiivisuuteen. Lysotsyymit pilkkovat 
bakteerien peptidoglyykanin β-(1,4)-sidoksia, jolloin bakteerisolu hajoaa (Callewaert & 
Michiels, 2010). Antibakteeristen ominaisuuksiensa vuoksi niitä käytetäänkin esimerkiksi 
säilöntäaineina ja lääkkeinä. Antibakteerisia lysotsyymeja tuotetaan normaalisti kudoksissa tai 
kudosnesteissä, jotka ovat alttiina ympäristölle tai ovat osa bakteerien tuhoamismekanismeja. 
Puolustusentsyymeillä on tyypillisesti neutraali pH-optimi ja niiden pI arvo on 8,0 tai 
suurempi. 
 
Gramnegatiivisten bakteerien peptidoglykaani ei ole lysotsyymien saavutettavissa, sillä niitä 
ympäröi lipopolysakkarideista koostuva ulompi kalvo (Masschalck & Michiels, 2003). Kalvo 
voidaan kuitenkin hajottaa eläinten synnynnäisen immuunijärjestelmän komponenttien, kuten 
laktoferriinin, avulla. Grampositiiviset bakteerit ovat puolestaan hyvin herkkiä lysotsyymeille, 
sillä niiden soluseinä muodostuu lähes kokonaan (90 %) peptidoglykaanista. 
 
Useilla grampositiivisilla ja gramnegatiivisilla bakteereilla on todettu tapahtuvan soluseinän 
glykaaniketjujen modifikaatioita, kuten N-deasetylaatiota, N-glykosylaatiota, O-asetylaatiota 
tai muiden soluseinän polymeerien kovalenttista yhdistämistä (Bera ym. 2005; Raymond ym. 
2005; Bera ym. 2007). Näiden modifikaatioiden on todettu saavan aikaan bakteerien 
hydrolyysiresistenssin. Patogeenisilla bakteereilla esiintyy usein N-deasetylaatiota ja O-
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asetylaatiota, jotka edistävät lysotsyymiresistenssin syntymistä ainakin L. monocytogenes ja S. 
aureus -bakteereilla (Bera ym. 2005; Boneca ym. 2007).  Luultavasti näille patogeeneille on 
kehittynyt mekanismeja välttää lysotsyymien toiminta. 
 
Eräs bakteereilla kehittynyt keino välttää lysotsyymien vaikutukset on lysotsyymi-
inhibiittorien tuottaminen (Monchois ym. 2001; Callewaert ym. 2008). Esimerkiksi c-tyypin 
lysotsyymi-inhibiittoreilla on suuri merkitys bakteerien puolustuskykyyn eläinten 
immuunipuolustusta vastaan (Deckers ym. 2004; Abergel ym. 2007; Callewaert ym. 2008). 
C-tyypin lysotsyymeja tuottavat suurin osa selkärankaisista ja ne ovat merkittävä 
lysotsyymiryhmä. Kyky tuottaa lysotsyymi-inhibiittoreita voi antaa patogeenisille bakteereille 
niiden taudinaiheuttamiskyvyn. Lc. lactis -bakteerin lysostyymiresistenssin on todettu 
riippuvan PG-asetylaation määrästä (Veiga ym. 2007). Asetylaatio vaikuttaa PG:n 
hydrolyysiresistenssiin. Bakteerien lysotsyymiresistensiin vaikuttavia geenejä ovat 
esimerkiksi PG-N-deasetylaasi (PgdA) ja O-asetylaasi (OatA). PgdA-geeni koodittaa PG-N-
asetylglukosamiinia ja OatA-geeni PG-O-asetyltrasferaasia. Korkea PgdA:n tai OatA:n 







Naudan utareen epiteelisolut ovat maitorauhasen pitkälle erilaistuneita maitoa tuottavia ja 
erittäviä soluja (Huynh ym. 1991). Maitorauhasen erittävä kudos on järjestäytynyt 
lobuluksiksi eli sidekudoksen toisistaan epätäydellisesti erottamiksi osiksi. Lobulukset 
koostuvat rakkularyhmistä ja jokaisen rakkulan ympärillä on yksinkertainen kerros erittäviä 
epiteelisoluja. Tämä solukerros rajaa ontelon, johon solut erittävät maidon. 
 
Suoraan elävästä kudoksesta eristettyjä erilaistuneita soluja kutsutaan primaarisiksi soluiksi 
(Alberts ym. 2002). Useimmilla primaarisolulinjoilla on rajallinen elinaika ja kun solut ovat 
jakautuneet tarpeeksi monta kertaa, ne lopettavat jakaantumisen. Kuolemattomilla 
solulinjoilla tätä vanhenemisprosessia ei tapahdu, ja niillä on kyky jakaantua loputtomasti 
joko satunnaisen mutaation tai tahallisen modifikaation seurauksena. Soluista voidaan tehdä 
kuolemattomia keinotekoisesti esimerkiksi ilmentämällä niissä telomeraasigeeniä. 
 
MAC-T (Mammary Alveolar Cells) -solut ovat yleisesti altistuskokeissa käytetty 
primaarisolulinja. Solut ovat peräisin lehmän utareen alveolien epiteelisoluista ja niissä on 
pysyvä SV-40 suuren T-antigeenin (Simian Vacuolating Virus 40 TAg) transfektio, joka tekee 
solulinjasta kuolemattoman. MAC-T-solut ovat hyvin erikoistuneita utare-epiteelisoluja, jotka 
kykenevät tuottamaan laktoosia ja maidon proteiineja sekä regoimaan hyvin laktogeenisiin 
hormoneihin (Huynh ym. 1991). Muita naudan utareen epiteeliä mallintavia solulinjoja ovat 
BMEC+H (Bovine Mammary Epithelial Cell Line + Hydrocortisone), PS-BME (Penn State 
Mammary Epithelial Cell Line) sekä L-1 (Soluilla voimakas trypsiiniresistenssi) (Schmid ym. 
1983; Gibson ym. 1991; German & Barash, 2002). 
 
MAC-T -soluja vastaava BME-solulinja (Bovine Mammary Epithelial Cells) on 
primaarisolulinja, jonka solut ovat peräisin utareen maitoa erittävästä kudoksesta (Huynh ym. 
1991). Välittömästi teurastuksen jälkeen utare irrotettiin ja sen erittävä solukko otettiin 
yhdestä neljänneksestä, solukko hajotettiin ja siitä tehtiin lopulta soluviljely. BME-solut 
sopivat hyvin bakteerien adheesion tutkimiseen, sillä ne muodostavat kollageenissä viljeltyinä 
konfluentteja yksinkertaisia solumattoja (Cifrian ym. 1994). Lisäksi soluissa esiintyy paljon 
sytokeratiinia ja maidolle ominaisia proteiineja, kuten α-kaseiinia, β-kaseiinia, α-




MAC-T-soluista on johdettu myös BME-UV-solulinja, jota voidaan käyttää tutkittaessa 
naudan utare-epiteelin kasvua, erilaistumista ja solujen välistä viestintää (Zavizion ym. 1996; 
Wang & Baumrucker, 2010). BME-UV-solut ovat klonaalinen solulinja, johon on pysyvästi 
transfektoitu simian viruksen 40 varhaisen mutaation (tsA58) sisältämä plasmidi. Plasmidin 
tsA58-geeni koodittaa lämpölabiilia suurta T-antigeeniä. Tyypillistä BME-UV-soluille ovat 
mikrovillukset, desmosomit sekä utaresoluille ominaiset biokemialliset yhdisteet, kuten 
sytokeratiinit. BME-UV-solut pystyvät tuottamaan pieniä pitoisuuksia α-laktalbumiinia sekä 
αs1-kaseiinia. 
 
Useat epiteelisolujen tulehdusvasteista tehdyt tutkimukset osoittavat niillä olevan tärkeän 
roolin sekä tulehdusreaktion syntymisessä että kudosten suojaamisessa bakteerien invaasiota 
vastaan (Strandberg ym. 2005; Lahouassa ym. 2007; Petzl ym. 2008; Bougarn ym. 2011). 
BME-solut muun muassa kykenevät vapauttamaan kemokiineja, jotka saavat aikaan 
neutrofiilien liikkumisen maitorauhaskudokseen. Lisäksi BME-solut vapauttavat sytokiineja, 
jotka vaikuttavat tulehduksen syntyyn. BME-solut vaikuttavat siis immuuni- ja 
tulehdusvasteiden syntyyn maitorauhasessa. Soluilla on myös kyky tunnistaa 
grampositiivisten tai -negatiivisten bakteerien läsnäolo ja käynnistää aikainen immuunivaste 
vaikuttamalla sytokiinien ja neutrofiilikemokiinien ilmentymiseen tai erittymiseen. 
 
Bakteerien sijoittumista BME-soluihin sekä bakteerien ja utare-epiteelisolujen välisiä 
vuorovaikutuksia on selvitetty tarkemmin transmissionielektronimikroskopian (TEM) avulla 
(Matthews ym. 1994; Almeida & Oliver, 2001). Menetelmän avulla voidaan esimerkiksi 
tutkia bakteerien adhesoitumista solun pintaan ja sen aikaansaamia muutoksia solussa. 
Menetelmällä voidaan myös tutkia bakteerien internalisaatiota eli bakteerien siirtymistä solun 
sisään ja siihen liittyviä muutoksia soluissa sekä bakteerien monistumista. 
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6 BAKTEERIEN PATOGEENISYYS 
 
Bakteerien taudinaiheuttamiskykyyn vaikuttavat useat tekijät (Dogan ym. 2006). Jotkin niistä 
ovat yhteisiä useimmille patogeeneille, mutta näiden lisäksi yksittäisille bakteerilajeille on 
kehittynyt ainoastaan niille ominaisia keinoja isäntäsolujen hyväksikäyttöön. Bakteerien ja 
isäntäsolujen välisten vuorovaikutusten selvittäminen on merkittävä tutkimusalue bakteerien 
patogeenisyyden osalta. Sitkeän bakteeri-infektion ominaispiirteet ovat adheesio, invaasio 
sekä bakteerin selviäminen ja monistuminen solun sisällä. Lisäksi bakteerien 
taudinaiheuttamiskykyyn vaikuttavat niiden tuottamat toksiinit ja virulenssitekijät sekä 
bakteerien kyky vaikuttaa isännän immuunipuolustukseen ja saada solujen rauta käyttöönsä 




Bakteerien adheesio on ensimmäinen merkittävä vaihe taudin synnyssä, sillä sen avulla 
määräytyvät patogeenin kohdesolut (Finlay & Cossart, 1997). Adheesion myötä bakteereille 
tulee tilaisuus välttää isäntäsolujen puolustuskeinoja ja vallata syvempiä alueita kohde-
elimissä, kuten maitorauhasessa. Useat nautaeläinten maitorauhasen patogeenit kykenevät 
adhesoitumaan ja indusoimaan oman sisäänottonsa eli invaasionsa utareen epiteelisoluihin 
(Hyvönen ym. 2009). 
 
Adhesiinit ovat adheesion välittäjämolekyylejä, jotka saavat aikaan adhesoitumisen 
isäntäsoluun tai sen rakenneosiin (Finlay & Cossart, 1997). Adhesiinit ovat kirjava joukko 
molekyylejä sekä makromolekylaarisia rakenteita, joilla on kyky adhesoitua moniin 
isäntäsolun pintamolekyyleihin. Myös kohdesolujen toiminta on aktiivista adheesiossa. Jotkut 
bakteerit ovat jopa riippuvaisia isännän infektioreaktion laukaisemasta kohdereseptorin 
ilmentymisestä, jota tarvitaan bakteerin adhesoitumiseen. Monet bakteerit aktivoivat 
isäntäsolun transduktion signaalireitit (Signal Transduction Pathways). Näiden 
signaalitapahtumien on jo kauan tiedetty saavan aikaan invaasion, mutta viimeaikoina on 
selvinnyt myös niiden tärkeä rooli bakteerien adheesiossa, jonka aikana ne aktivoivat 






Adheesiosta seuraava askel on internalisaatio eli invaasio, joka voi tapahtua joko fagosytoosin 
tai bakteeri-indusoidun endosytoosin avulla (Finlay & Cossart, 1997). Kyky invasoitua solun 
sisään edesauttaa bakteerin selviämistä, sillä solun sisällä se voi tehokkaammin suojautua 
isännän immuunipuolustukselta (Dogan ym. 2006). Monien invasoituvien bakteerien on 
todettu saavan aikaan sisäänottonsa soluun käyttämällä hyväksi isäntäsolun omia 
signaalireittejä. 
 
Ei-fagosytoivat solut eivät normaalisti ”niele” suuria kappaleita (Finlay & Cossart, 1997). 
Invaasion saa aikaan ligandi-reseptori-vuorovaikutus, josta seuraa isäntäsolun signaalireitin 
aktivoituminen ja bakteerin sisäänotto soluun vakuolissa. Patogeenisten bakteerien invaasio 
tapahtuu tyypillisimmin kahdella tavalla: ”zipper”- ja ”trigger”-mekanismien välityksellä. 
”Zipper”-mekanismi tapahtuu suoran ligandi-reseptorikontaktin kautta, jolloin solu sulkee 
bakteerin sisäänsä vetoketjun tavoin. ”Trigger”-mekanismi perustuu bakteerin signalointiin 
isäntäsolun kanssa, mikä saa aikaan solun tukirangan rakennemuutoksia ja bakteerin 
sisäänoton soluun membraaniin adhesoituneessa vakuolissa. Nautasoluissa solun tukirangan 
muutoksia kontrolloivat pienet spesifiset guanosiinitrifosfaattia (GTP) sitovat proteiinit, jotka 
kuuluvat Ras (Rat Sarcoma) -superperheen proteiineihin. 
 
Patogeenisten bakteerien kyky internalisoitua isäntäsolun sisään on tärkeä virulenssitekijä, 
sillä solun sisässä bakteeri on suojassa isännän limakalvon pinnan puolustusmekanismeilta. 
MAC-T-solujen interaktioita bakteerien kanssa on tutkittu esimerkiksi koagulaasinegatiivisten 
stafylokokkien (KNS) avulla (Almeida & Oliver, 2001). Internalisaation aikana solujen 
hienorakenteissa esiintyy useita muutoksia. Bakteerien sisäänotto tapahtuu indusoidun 
endosytoosin kautta, mikä käsittää isäntäsolun tukirangan elementtejä (erityisesti F-
aktiinimikrofilamentteja) ja prosessiin kuuluvat myös MAC-T-solujen solukalvon 
morfologiset muutokset. Niissä kohdissa solun pintaa, jotka ovat kosketuksissa bakteerin 
kanssa, voitiin 30 min jälkeen havaita valejalka- ja kuppimaisia rakenteita. Rakennemuutokset 
sekä läheinen kontakti bakteerien ja solujen välillä olivat tunnusmerkkejä adheesio-invaasio -
prosessissa. Bakteerien päästessä solujen sisälle niiden ympärille muodostui vakuoli, jonka 







Lähes kaikki invasiiviset bakteerit pääsevät solun sisään membraaniin adhesoituneessa 
vakuolissa (Finlay & Cossart, 1997). Tämän vaiheen jälkeen bakteerien kohtalot kuitenkin 
eroavat toisistaan. Jotkut bakteerit selviävät vakuoleissa, jotka yhdistyvät lysotsyymien 
kanssa. Joillekin bakteereille on kehittynyt mekanismeja, jotka estävät vakuolin yhdistymisen 
lysotsyymien kanssa. On myös olemassa bakteereja, jotka hajottavat vakuolin, mutta selviävät 
sytoplasmassa. 
 
Vakuolien sisällä pysyvillä patogeeneillä on normaalisti kyky välttää yhdistyminen 
lysotsyymien kanssa (Finlay & Cossart, 1997). Mycobacterium avium -bakteereja sisältävä 
vakuoli kykenee välttämään yhdistymisen vakuolaarisen adenosiinitrifosfataasiin, jonka 
tehtävä on hapottaa vesikkeleitä. Hapottaminen on edellytyksenä useiden lysotsyymien 
hajoittavien entsyymien toiminnalle. Legionella pneumophilia puolestaan välttää hajotuksen 
fuusioitumalla isäntäsolun solulimakalvostoon.  
 
Vesikkelien liikkeitä säätelevät Rabs-proteiinit, jotka ovat pieniä GTP:tä sitovia proteiineja 
(Finlay & Cossart, 1997). Bakteereita sisältävillä vakuoleilla saattaa olla kyky vaikuttaa 
näihin proteiineihin tai niiden efektoreihin, jolloin niiden liikkuminen solun sisällä muuttuu. 
Myös erityisen pintareseptorin kiinnittyminen vakuolin pintaan saattaa olla yksi mekanismi, 
jolla yhdistyminen lysotsyymin kanssa voidaan estää. 
 
Kaikki solunsisäiset bakteerit eivät pysy vakuolien sisällä. Listeria, Shigella ja Rickettsia 
kuuluvat bakteereihin, jotka pääsevät sytosoliin ja lisääntyvät (Finlay & Cossart, 1997). 
Sytosoliin pääsyn mahdollistava tekijä on Shigella-bakteerin tapauksessa vakuolin 
membraanin rikkova proteiini IpaB. Listeria käyttää vakuolista päästäkseen hyväksi huokosia 
muodostavaa toksiinia, listeriolysiini O:ta. Nämä kolme bakteerilajia kykenevät myös 
liikkumaan sytosolissa. Solunsisäisten bakteerien lisäännyttyä isäntäsolussa solu normaalisti 
hajoaa ja kuolee, jolloin bakteerit vapautuvat. Vapauduttuaan bakteerit pääsevät tartuttamaan 




7 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET 
 
Tämän pro gradu -tutkielman tarkoituksena oli selvittää, ovatko hapatekantoina käytettävät 
laktokokit mahdollisia patogeenejä. Vertailun vuoksi mukana olivat päälajeiksi tai ainoiksi 
bakteerilajeiksi mastiittitapauksista eristetyt laktokokkikannat. Hapatekantoina käytettävien 
bakteerikantojen optimilämpötila on normaalisti +30 °C. Lämpötilaresistentit hapatekannat ja 
mastiittitapauksista eristetyt kannat puolestaan kasvavat +37 °C lämpötilassa. Tutkimalla 
lämpötilaresistenttejä kantoja saadaan siis selville, vaikuttaako niiden kasvanut 
lämmönsietokyky niiden taudinaiheuttamiskykyyn. Myös lysotsyymiresistenssi vaikuttaa 
bakteerin taudinaiheuttamiskykyyn. Elimistöön invasoituneet bakteerit tuhotaan normaalisti 
entsyymien, kuten lysotsyymien, avulla. Bakteereilla voi kuitenkin olla tai kehittyä resistenssi 




8 MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
 
 
Tämän tutkimuksen tavoitteena oli selvittää Lc. lactis -bakteerien patogeenisyyttä naudan 
utareen epiteelisoluissa (Lahouassa ym. 2007). Patogeenisyys selvitettiin altistustestillä, jossa 
tutkittiin bakteerien adhesoitumista solujen pintaan, tunkeutumista solujen sisään sekä 
monistumista soluissa. Mukana oli yhteensä 45 kantaa: mastiittitapauksista eristettyjä kantoja 
oli 20 (Evira) ja starttereina elintarvikkeissa käytettäviä kantoja 9 (Valio Oy). Osasta 




Tutkimuksessa käytettiin solumallina naudan utareesta eristettyjä epiteelisoluja (Bovine 
Mammary Epithelial cells, BME-UV1). Primaarisolulinja on peräisin professori Burvenichilta 
Belgiasta (Van Oostveldt ym. 2002b). Solulinja oli tehty eristämällä epiteelisolut lehmän 
utaretiehyiden epiteelistä kollagenaasin avulla ja puhdistamalla ne Cifrian ym. (1994) ohjeen 
mukaan. Solut jaettiin, kun solumatto peitti noin 80 % soluviljelypullon pohjan pinta-alasta eli 
3–5 päivän välein. Soluja käytettiin jakojen 2–24 välissä. 
 
8.2 Bakteerikannat  
 
Tutkittavana oli yhteensä 45 bakteerikantaa. 20684 -kanta oli Lc. garvieae ja muut L. lactis 
-kantoja, joista osa oli mastiittitapauksista eristettyjä kantoja (Evira) ja osa viilihapatekantoja 
fermentoidusta maidosta (Valio Oy) (Taulukko 2). Hapatekannoista tutkittavana olivat myös 
vastaavat lämpötila- (TR) ja lysotsyymiresistentit (LR) kannat, jotka tehtiin Itä-Suomen 
yliopiston biotieteiden koulutusohjelman ravitsemus- ja elintarvikebiotekniikan yksikössä 
(Taulukko 3). Lysotsyymiresistentit kannat 36-LR1, 36-LR2 ja 37-LR tehtiin 
mastiittitapauksista eristetyistä Eviran kannoista.  Positiivikontrollina tutkimuksessa käytettiin 
akuutista mastiittitapauksesta eristettyä S. aureus 298 -kantaa (Helsingin yliopisto, 
Eläinlääketieteellinen tiedekunta) ja negatiivikontrollina juustosta eristettyä S. epidermidis 
808 -bakteerikantaa (Evira). Kontrollikantojen tiedettiin toimivan käytetyssä solumallissa, 





Taulukko 2. Tutkimuksessa käytetyt utaretulehdus- ja hapatebakteerikannat. 
Koodi Kanta (utaretulehdus) Koodi Kanta (hapate) 
1 Lc. lactis ARH53 Lc. lactis spp. cremoris 
2 Lc. lactis ARH74 Lc. lactis spp. cremoris 
4 Lc. lactis ARH84 Lc. lactis spp. cremoris 
6 Lc. lactis ARH87 Lc. lactis spp. cremoris 
7 Lc. lactis D475 Lc. lactis spp. cremoris 
8 Lc. lactis B30 Lc. lactis spp. cremoris 
9 Lc. lactis D75 Lc. lactis spp. cremoris 
10 Lc. lactis R604E Lc. lactis spp. cremoris 
11 Lc. lactis spp. lactis   
15 Lc. lactis spp. lactis   
17 Lc. lactis spp. lactis   
19 Lc. lactis   
20 Lc. lactis   
21 Lc. lactis spp. lactis   
22 Lc. lactis   
24 Lc. lactis   
26 Lc. lactis spp. cremoris   
31 Lc. lactis   
34 Lc. lactis   
36 Lc. lactis spp. cremoris   
20684 Lc. garvieae   
 
Taulukko 3. Tutkimuksessa käytetyt lämpötila- ja lysotsyymiresistentit bakteerikannat. 
Koodi Kanta (TR) Koodi Kanta (LR) 
ARH53-TR Lc. lactis spp. cremoris ARH53-LR Lc. lactis spp. cremoris 
ARH74-TR Lc. lactis spp. cremoris ARH74-LR Lc. lactis spp. cremoris 
ARH84-TR Lc. lactis spp. cremoris ARH84-LR Lc. lactis spp. cremoris 
ARH87-TR Lc. lactis spp. cremoris ARH87-LR Lc. lactis spp. cremoris 
D475-TR Lc. lactis spp. cremoris D47-LR Lc. lactis spp. cremoris 
B30-TR Lc. lactis spp. cremoris B30-LR Lc. lactis spp. cremoris 
D47-TR Lc. lactis spp. cremoris 37-LR Lc. lactis  
  36-LR1 Lc. lactis spp. cremoris 




8.3 Soluviljely  
 
8.3.1 Kasvatusolosuhteet ja ylläpito 
 
BME-soluja kasvatettiin 75 cm
3
 soluviljelypulloissa (Tissue Culture Flask, Sarstedt) BMEC-
mediumissa, joka valmistettiin Ham’s F12 (40 %) (Invitrogen), 23 % RPMI (Roswell Park 
Memorial Institute Medium) 1640 (Invitrogen) sekä 20 % NCTC (National Cancer Tissue 
Culture) 135 (Invitrogen) -kasvatusliuoksista, joihin lisättiin 10 % FBS (Fetal Bovine Serume, 
Sigma), 1 % laktoosia (α-lactose monohydrate, Sigma), 1 % laktalbumiinihydrosylaattia 
(Lactalbumin Entzymatic Hydrosylate, Sigma), 2 % antibioottia (Antibiotic Antimycotic Mix, 
Sigma), 2 % hydrokortisonia (Hydrocortisone, Sigma), 0,5 % L-askorbiinihappoa (Ascorbic 
Acid, Sigma), 0,03 % mM glutationia (L-Glutathione reduced, Sigma) ja 0,01 % insuliinia 
(Insulin, Sigma). Soluja viljeltiin soluviljelyinkubaattorissa (Heraus, Hera cell) +37 °C:ssa 5 
% CO2. Medium vaihdettiin soluille kolmen vuorokauden välein ja solut jaettiin, kun 




Soluja kasvatettiin T75-soluviljelypulloissa. Kun pullon pohja oli 80 % konfluentti, 
suoritettiin seuraavan protokollan mukainen jako. Ennen jakoa kaikki tarvittavat liuokset 
lämmitettiin +37 °C:ksi. Solut pestiin 2 x 10 ml 1x PBS (Phosphate Buffered Saline) -liuosta 
(D-PBS, Euroclone), jotta päästiin eroon kasvatusmediumin trypsinointia häiritsevästä 
seerumista ja kuolleista soluista. Pesujen jälkeen soluille pipetoitiin 2 ml 0,05 % trypsiini-
etyleenidiamiinitetraetikkahappo-liuosta, joka levitettiin kallistelemalla pulloa. Soluja 
inkuboitiin trypsiinin kanssa noin 10 minuutin ajan, minkä jälkeen solujen irtoamista 
helpotettiin kopauttamalla pulloa muutaman kerran laminaarikaapin reunaan. Kun solut olivat 
irronneet, lisättiin pulloon 6 ml kasvatusmediumia trypsiinin inaktivoimiseksi ja suspensoitiin 
edestakaisin pipetoimalla moneen kertaan. Tämän jälkeen suspensiota otettiin pieni määrä 





8.3.3 Solujen jako 24 -kuoppalevyille 
 
Solut laskettiin hemasytometrin (Bürker, Marienfeld, Saksa) avulla. Solususpensiosta tehtiin 
1:5 laimennos erytrosiiniin, minkä jälkeen sekoitettiin huolellisesti. Erytrosiini värjää kuolleet 
solut ja solun palaset punaiseksi, jolloin elävät solut voidaan erottaa kuolleista. Molempiin 
Bürker-kammioihin pipetoitiin noin 30 µl solususpensiolaimennosta, jonka jälkeen 
värjäytymättömät elävät solut laskettiin 5 ruudusta. 
 




    C 
 
, jossa A= laskettujen solujen lukumäärä 
 B= laimennuskerroin 
 C= laskettujen ruutujen lukumäärä 
 
 
Lasketun solutiheyden avulla laskettiin laimennossuhde solususpensiolle niin, että yhteen 
kuoppaan saatiin 2,5x10
5 
solua/ml. Solususpension osuus yhtä milliä kohden saatiin 




solua/ml x 1 ml 
      suspensiossa soluja/ml 
  
Testiä varten valmistettiin yhteensä kolme kuoppalevyä: yksi adheesion, yksi invaasion ja 
yksi monistumisen testaamiseen. Solut jaettiin kuoppalevyille kaksi päivää ennen altistusta, 
jolloin jokaiseen kuoppaan pipetoitiin 1 ml solususpensiota. 
 
8.4 Bakteerisuspension valmistaminen 
 
Bakteerikannat herätettiin -70 °C:een syväjäästä inkuboimalla niitä +37 °C:ssa 5 ml M17 + 
0,5 % laktoosi -mediumissa (LabM) 18 tuntia. Inkuboinnin jälkeen kasvatusliemiä 
sentrifugoitiin 3000 rpm 10 min (Jouan BR4i -sentrifuugi). Supernatantti poistettiin ja soluja 
 35 
 
pestiin 2 x 3 ml 1 x PBS. Tämän jälkeen PBS-liuos poistettiin ja bakteerisakka resuspensoitiin 
5 ml RPMI-kasvatusliuokseen. Jokaisen suspension absorbanssit mitatiin (625 nm) ja niistä 
valmistettiin 1:100 ja 1:1000 laimennokset. Laimennoksista laskettiin Bürker-kammiolla 
bakteerien tiheys (pmy/ml), minkä perusteella valmistettiin alistusta varten 10 ml 2 x 10
7 
pmy/ml bakteerisuspensio RPMI-kasvatusliemeen. 
 
Ennen altistusta siinä käytettävistä bakteerisuspensioista tehtiin 1:10 laimennossarja ja 
sopivista laimennoksista tehtiin maljaukset. Tällä tavoin varmistettiin altistuksessa 




Altistusta edeltävänä päivänä 24-kuoppalevyille vaihdettiin antibiootiton BMEC-medium. 
Juuri ennen altistusta medium poistettiin ja se korvattiin 1 x D-PBS -liuoksella, jotta 
mediumissa olevat altistusta häiritsevät yhdisteet sekä kuolleet solut saatiin pestyä pois. 
Seuraavaksi solumaton eheys tarkistettiin ja levyt siirrettiin +37 °C:een. Tämän jälkeen PBS 
poistettiin ja kaivoihin pipetoitiin 500 µl RPMI-bakteerisuspensiota. Altistuksen alkaessa 
bakteerisuspension tiheys varmistettiin vielä maljaamalla. Jokaista kantaa kohden tehtiin 3 
rinnakkaista kuoppaa. 0-kontrollin kuoppaan pipetoitiin bakteerisuspension sijaan 500 µl 
RPMI-liuosta. Jokaisella levyllä oli mukana myös negatiivi- ja positiivikontrollikannat. 




Adheesiotestin tarkoituksena oli selvittää, pystyvätkö tutkittavat kannat kiinnittymään solujen 
pintaan. Adheesiolevyjä inkuboitiin bakteerien kanssa 30 min, minkä jälkeen kuopat pestiin 5 
x 1 ml PBS-liuoksella. Bakteerit adhesoituvat solujen pintaan 30 minuutissa, mutta eivät vielä 
invasoidu. 
 
Pestyihin kaivoihin lisättiin 500 µl kylmää 0,1 % triton-X-liuosta (Riedel-de Haën), jonka 
annettiin vaikuttaa 10 min ajan jäähauteella. Kun solumatto oli irronnut kaivon pohjasta, 
pipetoitiin suspensiota varovasti vielä noin 20 kertaa solujen irtoamisen varmistamiseksi. 
Tämän jälkeen solulysaatti siirrettiin 4,5 ml peptoni-suola-veteen ja siitä tehtiin 1:10 
laimennossarja. Sopivat laimennokset maljattiin M17-maljoille (LabM) siten, että jokaisesta 
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näytteestä tehtiin kaksi rinnakkaista viljelyä. Maljoja inkuboitiin +37 °C:ssa 24 tuntia. 




Invaasiotestin avulla selvitettiin tutkittavien kantojen kyky invasoitua eli tunkeutua solujen 
sisään. Adhesoitumattomat bakteerit pestiin pois ja pintaan adhesoituneet bakteerit tuhottiin 
gentamysiinikäsittelyn avulla. 
 
Invaasiolevyjen inkubaatioaika oli kaksi tuntia. Kahden tunnin inkuboinnin jälkeen 
adherenttien ja invasoituneiden bakteerien välinen ero on merkittävä, mutta bakteerien 
monistuminen on vielä alhaista. Inkuboinnin jälkeen kaivot pestiin 3 x PBS-liuoksella ja 
kaivoihin pipetoitiin 500 µl lämmintä 100 µg/ml gentamysiini-RPMI-liuosta (Gentamicin 
Sulfate, Sigma, Steinheim). Levyjä inkuboitiin +37 °C:ssa 1,5 tuntia. Gentamysiinikäsittelyn 
on todettu tuhoavan bakteerit, jotka ovat solujen ulkopuolella (Diarra ym. 2003). Inkuboinnin 
jälkeen gentamysiini poistettiin ja kaivoihin pipetoitiin 1 ml PBS-liuosta. Invaasiolevyjen 
PBS-liuos poistettiin ja solujen lyysaus ja maljaus tehtiin samalla tavalla kuin adheesiolevyjen 
kohdalla. 
 
8.5.3 Monistuminen  
 
Monistumiskokeessa solujen sisällä monistuneiden bakteerien määrä selvitettiin 21,5 tunnin 
inkuboinnin jälkeen. Kahden tunnin altistuksen jälkeen bakteerisuspensio poistettiin ja 
monistumislevyä inkuboitiin lopun aikaa alhaisessa gentamysiinipitoisuudessa, jotta 
bakteerien kasvu solujen ulkopuolella estyisi. 
 
Myös monistumislevyä inkuboitiin 2 tuntia tutkittavien kantojen kanssa, jonka jälkeen kaivot 
pestiin 3 x PBS-liuoksella. Kaivoihin laitettiin 500 µl lämmintä 100 µg/ml gentamysiini-
RPMI-liuosta, jonka annettiin vaikuttaa 1,5 tuntia +37 °C:ssa. Inkuboinnin jälkeen 
gentamysiiniliuos korvattiin 1 ml 5 µg/ml gentamysiiniliuosta ja inkubointia jatkettiin niin 
kauan, että altistuksen alkamisesta oli kulunut 21,5 tuntia. Inkuboinnin päätyttyä solut 




8.5.4 Adheesio- ja invaasioprosentin sekä monistumiskertoimen laskeminen 
 
Tulosten tarkastelua varten saaduista pesäkeluvuista laskettiin adheesio- ja invaasioprosentit. 
Monistumiskerroin laskettiin niille kannoille, joilla oli kyky adhesoitua ja invasoitua BME-





AD% = Adhesoituneiden bakteerisolujen määrä                                      x 100 
 2x10
7




IN%= Invasoituneiden bakteerisolujen määrä                                      x 100 
 2x10
7




Monistumiskerroin=  Monistuneiden bakteerisolujen määrä  









Testattavista kannoista korkein adheesioprosentti (2,75 %) oli 20684-mastiittikannalla. 
20684-kannalla adheesioprosentti oli suurempi kuin positiivikannalla. Huonoin 
adheesioprosentti (0,00005 %) oli D47-hapatekannalla. Suurin osa mastiittikannoista 
adhesoitui negatiivikontrollia paremmin, mutta lähelle positiivikontrollin lukemia pääsivät 
vain 20684, 7- ja 26-kannat. Lämpötila- ja lysotsyymiresistenttien kantojen adheesioprosentti 
näytti olevan kantoja suurempi. Joidenkin kantojen kohdalla muutos oli melko suuri. 
Lysotsyymiresistenttien kantojen Arh53-LR, Arh84-LR ja B30-LR adheesioprosentit olivat 
1,9 %, 2,19 % ja 1,3 %. Normaalien hapatekantojen vastaavat adheesioprosentit olivat 0,0005 
%, 0,0000835 % ja 0,01095 % (Kuvat 2–4). 
 
Kuva 2. Utaretulehduskantojen adheesioprosentti. Positiivikontrollina S. aureus 298 ja 
negatiivikontrollina S. epidermidis 808. Y-akselilla adheesioprosentti ja x-akselilla tutkitut 
bakteerikannat. 
 
Suurimmalla osalla hapatekannoista oli pienempi adheesioprosentti kuin negatiivikannalla, 
jolla adheesioprosentti oli 0,05 % (Kuva 3). Yhdellä kannalla (R604E) adheesioprosentti oli 




Kuva 3. Hapatekantojen adheesioprosentit. Positiivikontrollina S. aureus 298 ja 
negatiivikontrollina S. epidermidis 808. Y-akselilla adheesioprosentti ja x-akselilla tutkitut 
bakteerikannat. 
 
Minkään lämpötilaresistentin kannan adheesioprosentti ei ollut yhtä suuri tai suurempi kuin 
positiivikannalla (Kuva 4). Negatiivikantaa suurempi adheesioprosentti oli vain B30-TR-
kannalla. Kuudella lysotsyymiresistentillä kannalla (36-LR1, D47-LR, ArH53-LR, ArH84-
LR, ArH87-LR ja B30-LR) adheesioprosentti oli suurempi kuin negatiivikontrollilla (Kuva 
4). ArH53-LR, ArH84-LR ja B30-LR -kannoilla adheesioprosentti oli suurempi kuin 
positiivikontrollilla. 
 
Kuva 4.Lämpötila- ja lysotsyymiresistenttien kantojen adheesioprosentit. Positiivikontrollina 
S. aureus 298 ja negatiivikontrollina S. epidermidis 808. Y-akselilla adheesioprosentti ja x-





Invaasioprosentit laskettiin suhteessa adheesioprosentteihin. Suurin invaasioprosentti oli 9- 
mastiittikannalla (0,38 %). Invaasiokyky ei yltänyt positiivikannan 1,66 %:n, mutta oli 
huomattavasti negatiivikontrollin 0,003 % suurempi. Pienin invaasioprosentti (0,00005 %) 
saatiin hapatekannoille B30, D75, ArH87 sekä lämpötilaresistenteille kannoille ArH87-LR ja 
36-LR1. Mastiittikantojen 1, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 15, 21, 24 ja 26 invaasiokyky oli suurempi 
kuin negatiivikontrollilla, mutta minkään kannan invaasiokyky ei ollut yhtä suuri kuin 
positiivikontrollilla. Mastiittikantojen 2, 17, 19, 20, 22, 31, 34 sekä 36 invaasioprosentti oli 
negatiivikantaa alhaisempi (Kuva 5). 
 
Kuva 5. Utaretulehduskantojen invaasioprosentit. Positiivikontrollina S. aureus 298 ja 
negatiivikontrollina S. epidermidis 808. Y-akselilla invaasioprosentti ja x-akselilla tutkitut 
bakteerikannat. 
 
Kaikkien hapatekantojen invaasioprosentit olivat pienempiä kuin negatiivikontrollilla. 
Kyseiset hapatekannat eivät siis kyenneet invasoitumaan BME-soluihin. 
 
Myös lämpötilaresistentit kannat olivat huonosti invasoituvia. Vain ArH53-TR ja B30-TR-
kantojen invaasioprosentit ylittivät negatiivikannan invaasioprosentin. Kannat, joilla oli 
lysotsyymiresistenssi, olivat myös heikompia invasoitujia kuin positiivikontrolli, jonka 
invaasioprosentti oli 1,66 %. Vain D47-LR-kannalla invaasioprosentti (0,0056 %) oli hieman 






Monistumiskerroin laskettiin vertaamalla monistuneiden bakteerien määrää invasoituneiden 
bakteerien määrään. Monistumiskerroin laskettiin kannoille, joilla oli kyky adhesoitua ja 
invasoitua. Tällaisia kantoja olivat mastiittikannat 1, 2 ja 20684 sekä lysotsyymiresistentti 
kanta D47-LR (Kuva 6). Kaikkilla kannoilla monistumiskertoimet olivat suurempia kuin 
positiivikontrollikannalla. Tehokkaimmin solujen sisällä monistunut kanta oli testin 
perusteella 20684-kanta, jonka monistumiskerroin oli 11. Kerroin oli huomattavasti 
positiivikontrollin monistumiskerrointa (1,18) suurempi. Negatiivikontrollin 
monistumiskerroin oli lähes yhtä suuri kuin positiivikontrollilla (1,15). 
 
 
Kuva 6. Kantojen monistumiskertoimet. Positiivikontrollina S. aureus 298 ja 
negatiivikontrollina S. epidermidis 808. Y-akselilla monistumiskerroin ja x-akselilla tutkitut 
bakteerikannat. 
 
Koska altistustestin toistoja ei kannoille voitu tähän tutkielmaan varatun ajan puitteissa tehdä, 
ei tuloksista ollut kannattavaa tehdä tilastollista analyysia. Tästä syystä tuloksien 
merkitsevyydestä tai keskihajonnoista ei ole kuvaajissa merkintöjä. Hajonta rinnakkaisten 





Tutkimuksen tarkoituksena oli arvioida laktokokkien taudinaiheuttamiskykyä BME-
solumallissa. Tarkoituksena oli myös selvittää laktokokkikantojen välisiä eroja adheesion, 
invaasion ja monistumisen osalta. Laktokokkeja ei pidetä vakavina taudinaiheuttajina, mutta 
niitä on löydetty muun muassa utaretulehdusten yhteydessä (Devriese ym. 1999; Kuang ym. 
2009 ja Wyder ym. 2010). Laktokokit on vaikea erottaa morfologian, hemolyysin ja 
perinteisten viljelymenetelmien perusteella yleisistä mastiittipatogeeneistä kuten, Str. uberis, 
Str. dysgalactiae, Str. agalactiae ja Enterococcus ssp. Grampositiivisten kokkien 
taksonomian tuntemuksen kasvaessa ja tunnistusmenetelmien parantuessa on huomattu 
maidosta löytyvän useita bakteerilajeja, joita ei aiemmin ole huomioitu utaretulehduksia 
tutkittaessa. Tämä on saattanut johtaa virheellisiin tunnistuksiin ja edelleen virheellisiin 
hoitotoimenpiteisiin (Fortin ym. 2003; McDonald ym. 2005). 
 
Sitkeiden bakteeri-infektioiden syntyminen edellyttää adheesion lisäksi myös invaasiota sekä 
kykyä selviytyä ja monistua solujen sisällä (Dogan ym. 2006). Tässä tutkimuksessa testatuilla 
kannoilla ei tulosten perusteella kaikkia näitä ominaisuuksia ollut. Laktokokkien oletetaan 
olevan korkeintaan heikkoja patogeenejä. Positiivikontrollina käytetty akuutista mastiitista 
eristetty stafylokokkikanta on tästä johtuen liian vahva vertailukohde laktokokeille. Tämän 
takia vertailukohteeksi testissä käytettyjen kontrollikantojen rinnalle otettiin myös Hyvösen 
ym. (2009) artikkelissa vastaavan altistustestin avulla tutkitut KNS-kannat, jotka ovat 
heikompia patogeenejä. Artikkelin KNS-kantojen adheesioprosentit vaihtelivat välillä 0,05–
3,6 ja invaasioprosentit välillä 0,001–0,66. 
 
Noin puolet epäillyistä mastiittikannoista kykeni kiinnittymään BME-solujen pintaan. 
Kahdella kannalla (26 ja 20684) adheesiokyky oli erittäin hyvä, sillä se ylsi positiivikantaakin 
korkeammaksi. Noin puolet kannoista kykeni myös invasoitumaan negatiivikontrollia 
paremmin BME-soluihin. Mastiittikantoja 26 ja 20684 lukuunottamatta sekä adheesio että 
invaasiokyky olivat kuitenkin melko heikkoja verrattuna positiivikontrolliin, joten kantojen 
taudinaiheuttamiskyky ei yltänyt voimakkaan patogeenikannan tasolle. Kun tutkittujen 
kantojen adheesiokykyä verrataan Hyvösen ym. (2009) tutkimien heikompien KNS-
patogeenien adheesiokykyyn, voidaan todeta, että noin 57 %:lla tutkituista mastiittikannoista 
adheesiokyky ylsi KNS-kantojen tasolle. Niillä kannoilla, jotka kykenivät kiinnittymään 
solujen pinnalle, oli myös KNS-kantoja vastaava invaasiokyky. Nämä kannat ovat adheesio- 
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ja invaasiokykynsä puolesta verrattavissa heikkoihin patogeeneihin. Monistumiskertoimissa 
oli kantojen välillä suurta vaihtelua, sillä kerrointen vaihteluväli oli 0,01–156,8. 
Monistumiskokeen tuloksia ei ole syytä pohtia tarkemmin, sillä suuret monistumiskertoimet 
esiintyivät sellaisilla kannoilla, joilla ei todettu invaasiokykyä. Tämä on todennäköisimmin 
kontaminaation seurausta. Lisäksi negatiivikontrollin monistumiskerroin oli lähes yhtä suuri 
positiivikontrollin monistumiskertoimen kanssa. Negatiivikontrolli oli siis negatiivinen 
ainoastaan adheesion ja invaasion kohdalla. 
 
Hapatekannoilla ei ollut kykyä adhesoitua BME-solujen pintaan. Vain yhden kannan (R604E) 
adheesiokyky oli suurempi kuin negatiivikontrollikannalla. Tämän kannan adheesiokyky 
vastasi KNS-kantojen adheesiokykyä, mutta se ei kyennyt invasoitumaan, joten mahdolliseksi 
heikoksi patogeeniksi sitä ei voi kutsua. Mikään hapatekannoista ei kyennyt invasoitumaan 
solujen sisään, joten niiden monistumiskykykin oli oletettavasti huono. Hapatekantojen 
huonoon adheesiokykyyn on voinut vaikuttaa se, että ne eivät ole kestäneet BME-solujen 
vaatimaa +37 °C:een kasvatuslämpötilaa. Hapatekantojen normaali kasvatuslämpötila on +30 
°C. 
 
Samankaltaisiin tuloksiin päätyi myös Joel Jukka pro gradu -tutkielmassaan (Joel Jukka, 
suullinen tiedonanto) tutkiessaan Lc. lactis -kantojen adheesio- ja invaasiokykyä 
solualtistuskokeen avulla. Tutkittavana oli sekä hapatekantoja että mastiittitapauksista 
eristettyjä kantoja. Vaikka osa testikannoista kykeni pienissä määrin adhesoitumaan BME-
solujen pintaan, oli tämä hyvin heikkoa verrattuna positiivikontrollin adheesiokykyyn. Niin 
oli myös tässä pro gradu -tutkimuksessa, sillä vain kahden mastiittikannan ja kolmen 
lysotsyymiresistentin kannan adheesiokyky ylitti positiivikontrollin adheesiokyvyn. Myös 
invaasiokyvyn osalta Jukan pro gradu -tutkielmassa päädyttiin tämän opinnäytetyön kanssa 
samoihin johtopäätöksiin siitä, että laktokokkien invaasiokyky on heikko. Tässä pro gradu -
tutkielmassa parhaitenkaan invasoituneen kannan 9 invaasioprosentti 0,38 ei yltänyt lähelle 
positiivikontrollin 1,66 prosenttia. Oletettavasti kannat, joilla on alhainen invaasiokyky, eivät 
kykene monistumaan tehokkaasti isäntäsolujen sisällä. 
 
Lämpötilan liiallinen nousu johtaa normaalisti bakteerin kuolemaan (Boutibonnes ym. 1995). 
Kohtuullisen asteittain nostetun lämpötilan vaikutuksesta bakteerit alkavat kuitenkin tuottaa 
niin sanottuja lämpöshokkiproteiineja, minkä seurauksena bakteerista tulee 
lämpötilaresistentti. Tässä tutkimuksessa lämpötilaresistenssi näytti tulosten perusteella 
nostavan bakteerien adheesiokykyä jonkin verran. Lämpötilaresistentit kannat kasvavat 
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normaaleista hapatekannoista poiketen +37 °C:ssa, joka on myös utareen lämpötila. 
Korkeamman lämpötilan sietokykynsä ansiosta niillä on siis parantunut kyky selviytyä ja 
monistua BME-soluissa. Tässä tutkimuksessa kaikilla TR-kannoilla oli suurempi 
adheesiokyky kuin vastaavilla normaaleilla kannoilla. Myös invaasiokyky parani hieman TR-
kannoilla. Muutos oli kuitenkin melko pieni ja vain kahdella kannalla invaasioprosentti oli 
negatiivikantaa korkeampi, joten suuria johtopäätöksiä lämpötilaresistenssin vaikutuksesta 
bakteerin adheesio- ja invaasiokykyyn ei voida tämän tutkimuksen perusteella tehdä. KNS-
kantoja vastaava adheesio- ja invaasiokyky oli ainoastaan B30-TR-kannalla. Monistumiskyä 
ei kuitenkaan ollut millään tutkittavalla TR-kannalla, joten B30-TR-kantakaan ei 
todennäköisesti ole patogeeni. 
 
Infektion uhatessa maitoon erittyy monia liukoisia molekyyleja, jotka yhdessä muiden 
suojautumismekanismien kanssa puolustavat maitorauhasta bakteerien hyökkäyksiä vastaan 
(Osman ym. 2010). Näihin molekyyleihin kuuluu myös lysotsyymi. Osman ym. (2010) 
tutkivat stafylokokkien aiheuttaman mastiitin vaikutuksia maidon lysotsyymin ilmentymiseen. 
Tutkimuksessa kävi ilmi, että lysotsyymin määrä mastiittimaidossa erosi merkittävästi terveen 
maidon lysotsyymimäärästä. Grampositiivisten bakteerien soluseinän rakenteesta noin 90 % 
muodostuu peptidoglykaaneista, mikä tekee ne herkiksi lysotsyymin vaikutukselle 
(Masschalck ja Michiels, 2003). Lysotsyymit pilkkovat bakteerien soluseinässä olevaa 
peptidoglykaania, mikä johtaa solun hajoamiseen. LR-bakteerikannat voivat välttää 
soluseinän pilkkoutumisen ja selviytyä solun pinnalla. Tässä tutkimuksessa LR-kantojen 
adheesiokyky oli vastaaviin normaalikantoihin ja TR-kantoihin verrattuna suurempi. Joillakin 
(B30-LR, ArH53-LR ja ArH84-LR) LR-kannoilla adheesiokyky nousi reilusti yli 
positiivikontrollin adheesiokyvyn. Lysotsyymiresistenssi vaikutti siis ainakin näiden kantojen 
adheesiokykyä lisäävästi. Positiivikannan 0,57 adheesioprosenttiin verrattuna korkein 
adheesiokyky oli ArH84-LR-kannalla, jonka adheesioprosentti oli 2,19. Invaasioon nämä 
kannat eivät tulosten perusteella kyenneet, joten monistumistakaan ei tapahtunut. KNS-
kantojen adheesiokykyyn verrattuna nousevat esiin lisäksi D47-LR, ArH87-LR sekä 36-LR1 -
kannat, joiden adheesioprosentti on yli 0,05. D47-LR-kannalla on myös KNS-kantoja 
vastaava invaasio- ja monistumiskyky, joten se voi olla heikko patogeeni. 
 
Osa maitohappobakteerien tuottamista bakteriosiineista inhiboi niille läheistä sukua olevien 
bakteerilajien kasvua, mutta toimii myös tunnettuja grampositiivisia 
elintarvikepilaajamikrobeja vastaan (O’Sullivan ym. 2002). Tämän totesivat myös Kuang ym. 
(2009), jotka kartoittivat tutkimuksessaan utaretulehdusmaitonäytteiden bakteeripopulaatioita. 
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He havaitsivat, että paljon Lc. lactis -bakteereja sisältävässä näytteessä ei ollut läsnä lainkaan 
grampositiivisia patogeenisia bakteerilajeja. Laktokokeilla näyttäisi siis olevan kyky suojata 
grampositiivisten bakteerien aiheuttamalta utaretulehdukselta. Bakteriosiineja erittävien 
laktokokkien oletetaankin olevan kommensaaleja, isännälleen haitattomia bakteereja. 
 
Tämän pro gradu -tutkielman mukaan utaretulehdusmaidosta löytyneet laktokokkikannat 
kykenivät heikosti adhesoitumaan BME-soluihin. Huonon invaasio- ja monistumiskykynsä 
vuoksi ne eivät kuitenkaan ole potentiaalisia vakavia taudinaiheuttajia. Toisaalta Crispie ym. 
(2008) osoittivat tutkimuksessaan Lc. lactis ssp. lactis -bakteerin aiheuttavan lyhytkestoisen 
immuunireaktion utareessa. Altistuksessa käytettiin kuitenkin korkeaa bakteerimäärää (>10
3
 
pmy/ml), joten kannan mahdollisesti alhaisella monistumiskyvyllä ei ollut tutkimuksessa 
merkitystä. Pienellä bakteerimäärällä altistetuissa utareissa ei todettu merkittävää reaktiota 
kontrolliin verrattuna. Pienenä määränä utareeseen päässeet laktokokit kykenisivät siis 
aiheuttamaan immuunireaktion vain jos niillä olisi kyky monistua solujen sisällä. Tässä pro 
gradu -tutkielmassa altistuksessa käytetty bakteerimäärä 2x10
7
 pmy/ml olisi riittävän suuri 
aiheuttamaan utareen immuunireaktion. Laktokokit pystyvät tämän tutkimuksen tulosten 
mukaan myös adhesoitumaan soluihin, joka on ensimmäinen ja välttämätön vaihe bakteerien 
tunkeutumisessa isäntäsolujen sisään (Finlay & Cossart, 1997). Laktokokkien kyky aiheuttaa 
immuunireaktio sekä adhesoitua solujen pintaan ei vielä riitä tekemään niistä patogeeneja, 
mutta näiden ominaisuuksien perusteella laktokokeilla on kuitenkin potentiaalia olla 
taudinaiheuttajia. 
 
Käytetyn altistustestin luonteesta johtuen rinnakkaisnäytteiden tulokset vaihtelivat paljon. 
Suuret hajonnat voivat johtua useista tekijöistä. Eukaryoottisolut, kuten utare-epiteelisolut, 
voivat in vitro-olosuhteissa ilmentää erilaisia kasvuominaisuuksia (Van Belkum ym. 2002). 
Kaikki solut eivät välttämättä kasva tasaisena konfluenttina kerroksena, jolloin bakteerit 
voivat kiinnittyä kaivon aukkokohtiin.  Lisäksi kasvatusmediumin koostumus saattaa 
vaikuttaa solun pinnan proteiinien ilmentymiseen tai saatavuuteen. Myös solujen 
irrotusvaiheessa ilmenevät testin tekijästä johtuvat erot vaikuttavat tuloksiin. Bakteerikantojen 
adheesio saattaa vaihdella voimakkaasti kasvuvaiheesta sekä isäntäsolujen erilaistumisesta 
riippuen. Myös altistuksessa käytettyjen bakteerilaimennosten välillä olevat erot saattavat 
johtaa poikkeaviin tuloksiin. 
 
Tämän pro gradu -tutkielman tulokset viittaavat siihen, että tutkitut Lc. lactis -kannat eivät ole 
ainakaan voimakkaita patogeenejä. Tulosten perusteella voidaan kuitenkin todeta 
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laktokokkien adhesoituvan BME-soluihin. Invaasion ja monistumisen osalta ei tässä 
tutkielmassa saatu varmoja tuloksia. Lämpötila- tai lysotsyymiresistenssi näytti jossain määrin 
kasvattavan kantojen adheesio- ja invaasiokykyä normaaleihin hapatekantoihin verrattuna. 
Ainoastaan mastiittikannoilla 1, 2 ja 20684 sekä lysotsyymiresistentillä hapatekannalla D47-
LR adheesio, invaasio ja monistumiskyky oli KNS-kantoja vastaava, joten kyseiset kannat 
saattavat olla heikkoja patogeenejä. Koska laktokokit ovat korkeintaan heikkoja patogeenejä, 
olisi varsinaiseksi positiivikontrolliksi sopinut paremmin jokin heikompi taudinaiheuttaja, 
kuten KNS-kanta, sillä se olisi ollut vertailukelpoisempi tutkittujen kantojen kanssa. Testissä 
käytetty voimakkaasti patogeeninen positiivikontrollikanta antoi tutkittuihin kantoihin 
verrattuna todella suuria positiivisia arvoja, joten siihen vertaaminen ei antanut todellista 
kuvaa testattavien kantojen taudinaiheuttamiskyvystä. 
 
Koska tutkimuksessa käytetty menetelmä on herkkä muutoksille, eikä altistuskokeista tehty 
kannoille toistoja, ja hajonta oli suurta, voidaan saatuja tuloksia pitää ainoastaan alustavina. 
Keskihajontojen puuttuminen teki kantojen vertailun vaikeaksi, sillä bakteerikantojen välisiä 
eroja ei voitu selvästi nähdä. Luotettavampien tulosten saamiseksi ja jatkotoimenpiteiden 
määrittämiseksi olisi tehtävä tulevaisuudessa useampia toistoja samoille kannoille. 
Positiivikontrolliksi testiin tulisi ottaa jokin heikompi patogeeni, jotta vertailu olisi 
todenmukaisempaa. Potentiaalisten patogeenisten laktokokkikantojen osalta voitaisiin tutkia 
tarkemmin esimerkiksi solujen ja bakteerien välisiä vuorovaikutuksia, kuten siirtymistä 
solujen sisään sekä monistumisen eri mekanismeja. Myös laktokokkien herkkyys 
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